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Capitulo 1

Introduccioén

La hidrolisis catalitica de diésteres fosfato es uno de los campos de estudio mas
relevante de la quimica bioinorganica moderna. La carga negativa que posee este tipo de
moléculas sobre el oxigeno que se encuentra junto al atomo de fosforo, las convierte en
una de las especies mas estables hacia la hidrélisis. Debido a esto, los diésteres fosfato
forman parte de cadenas poliméricas de ADN y ARN; almacenes del codigo genético de
los seres vivos. La catélisis selectiva de esta reaccion seria de gran ayuda en quimica
bioinorganica y en ingenieria genética, ya que podria existir una amplia aplicacion en el
estudio del ADN en organismos multicelulares. El uso practico de estos catalizadores
podria llevar a la obtencion de tratamientos eficientes contra el cancer. La elaboracion de
sistemas simples que mimeticen las reacciones atribuidas a las enzimas reales también es
un problema de quimica prebiotica. En el caso de hidrdlisis de ésteres fosfato, el
descubrimiento de sistemas simples con alta eficiencia catalitica seria un paso mas en la
explicacion de la evolucion de los sistemas vivos a partir de simples cadenas de 4cidos

nucléicos en el primitivo “mundo del ARN”.

Un reto de la ciencia moderna es la creacion de enzimas artificiales. En la
actualidad se conocen con bastante precision las estructuras internas de sitios activos de
diversas enzimas. La reproduccion exacta de una molécula sintética que cumpliera con
todas las funciones de la enzima; la reaccion o reacciones que se lleven a cabo dentro del
organismo, asi como la recepcion de sefales en el mismo, es poco realizable. Sin
embargo, se han creado sistemas que simulan las reacciones biologicas de interés con
rendimientos analogos o en algunos casos hasta superiores que en los encontrados en los

sistemas biologicos.

En el disefio de un catalizador se seleccionaron los principios basicos de
organizacion del centro activo de una enzima fosfoesterolitica: ambiente polar pero con
bajo contenido de agua, constante dieléctrica del medio mas baja que la del agua,

presencia de los iones de metales alcalinotérreos o de zinc en forma de hidroxocomplejos.
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Nuestro grupo de trabajo ha descubierto y descrito de manera cualitativa el sistema de
hidroxocomplejos de metales alcalinotérreos en mezclas de DMSO — agua, los cuales
aceleran la hidrolisis del fosfodiéster modelo bis—(p—nitrofenil)fosfato (BNPP) hasta 10
veces, en comparacion con las velocidades observadas en agua. Lo relevante de
resultados obtenidos es la aparente similitud del medio ambiente del sistema con los
centros activos de las enzimas hidroliticas. Sin embargo el mecanismo del sistema no era

del todo conocido.

En el presente trabajo se estudian estos modelos cataliticos de una manera
sistematica; caracterizando las especies responsables de la catélisis, considerando el
efecto del disolvente, la fuerza idnica y el efecto de la adicion de ligantes sobre la
actividad fosfoesterolitica. En resumen, se elabord un sistema estable con posibles

aplicaciones, utilizando para ello amortiguadores apropiados en DMSO 90 % v/v.
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Capitulo 2.

Antecedentes

2.1 Mecanismos de ruptura de ésteres fosfato

Los ésteres fosfato poseen el enlace —)>P(=0)—OR. Por la cantidad de

sustituyentes sobre el fosforo se distinguen entre mono-, di- y triésteres fosfato. Los
diésteres fosfato poseen estructuras mas estables hacia la ruptura hidrolitica y son los que
se encuentran en sistemas vivos como parte de las cadenas de ADN y ARN. Debido a la
estabilidad de estos sustratos es posible tener la transmision de la informacion genética de
generacion en generacion. Los monoésteres fosfato forman parte de los sistemas vivos,
como diversos intermediarios en los sistemas metabolicos. Los triésteres fosfato son
menos estables que los di- y monoésteres. Ellos no pertenecen a los sistemas vivos y

existen como base de diversos pesticidas y venenos neuroparaliticos.

:OH"

0 4/ OR; 0
R,0 F|>| OR; =—== R,0 P"\\\\\O- = R,0 F|>|—0' +R,0H
2 - 3 T~ 2 2 1
|\OR3
OR; OH OR,
Mecanismo general de hidrolisis basica de ésteres fosfato (R3=H para diésteres)
o N 2
2 —<"_ on | ) \P//
I e rR,0—Lr o RN
R0 ——P +—0 H — 7\ —= 9 O +R|OH
| ° o
o

R, R2
Mecanismo general de hidrolisis basica de B-hidroxil diesteres fosfato

Figura 2.1 Mecanismos de hidrolisis basica de diésteres y triésteres fosfato. "

El mecanismo de la hidroélisis de esta clase de compuestos fue estudiado con gran
detalle en los afios sesenta. @ La catalisis por iones metalicos (que forman parte de los

sitios activos de la mayoria de las enzimas) fue informada un poco antes en geles
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formados con hidroxocomplejos de iones lantanidos. ®* No fue hasta el inicio de los
noventa, cuando un creciente interés por el tema produjo resultados de la catalisis por
iones y complejos metdlicos (sobre todo lantdnidos) en disolucion y entonces el

. .y . 1.4
mecanismo de esta reaccion fue estudiado extensamente.( A

La ruptura del enlace del éster ocurre en el enlace P-O en los sistemas
enzimaticos. Sin embargo, en los sistemas artificiales en las reacciones de ésteres
alifaticos la ruptura puede ocurrir en el enlace C-O. La velocidad de hidrélisis, que en
términos generales es una reaccion de la sustitucion nucleofilica, depende del pK, del
grupo saliente y la fuerza del nucleofilo. Para los diésteres fosfato aromaticos se encontrd

la correlacion entre el pK, del grupo saliente y la constante de hidrélisis espontanea

logk =1.57-0.97pK, (2.1)

Es dificil determinar una relacion de actividad entre nucleodfilos de diferente
fuerza, ya que casi todos los experimentos de este tipo se han llevado a cabo con el ion
hidroxido. Si se considera que la nucleofilia del hidréxido esta relacionada con su
basicidad, se puede observar una correlacion lineal entre los valores de pK, de diversos
hidroxocomplejos metalicos y la constante de la hidrolisis promovida por estos
compuestos. Sin embargo, esta correlacion solo es aplicable para grupos de compuestos
que comparten el mismo ion metalico y ligantes de coordinacion con estructuras
semejantes. ¥ Ademaés de que esta aproximacién es bastante burda, ya que no se
consideran los efectos estructurales de los catalizadores, los cuales también afectan la

velocidad de la reaccion.

Entre los ésteres fosfato de nuestro interés, los triésteres fosfato presentan el
mecanismo de hidrélisis més simple. Los tres enlaces RO-P no permitan que haya la
carga negativa sobre la molécula, por lo cual, el fosforo se vuelve mas susceptible al
ataque nucleofilico. La reaccion se lleva a cabo mediante un mecanismo de adicion-
eliminacion. El nucledfilo ataca directamente al fosforo, formando el intermediario

pentacoordinado, llevando a una ruptura del enlace P-O, siendo el mejor grupo saliente el
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que posee el pK, mas bajo (Figura 2.1).""* Se conoce la hidrolisis de los triésteres
catalizada por diversos iones metalicos. Ya que todos los sitios de coordinacion del
fosforo estan ocupados, el papel principal del metal en esta clase de catalisis corresponde
a la activacion del nucledfilo, es decir, a la formacion del ion hidroxido coordinado al
metal a partir de agua, ya sea a pH acido o neutro. Algunos autores proponen que el metal
puede estabilizar el estado de transicién de la reaccion.” Sin embargo, en este caso es
necesario admitir la existencia de ciclos de 4 miembros, los cuales son
termodindmicamente inestables con respecto a los de 5 miembros, lo que no permite a

este mecanismo ser el principal.

Los diésteres fosfato no ciclicos y sin el grupo B-hidroxilo logran mantener su
estabilidad hacia la hidrolisis gracias a la carga negativa del grupo fosfato, que protege a
los enlaces contra el ataque nucleofilico. El mecanismo de la hidrélisis que se presenta es
nuevamente de adicion —eliminacion. El nucledfilo entrante se une al fosforo creando un
intermediario de geometria bipiramide trigonal, posteriormente ocurre la ruptura de uno
de los enlaces del diéster.'? Hasta la fecha se ha estudiado un gran numero de diésteres
fosfato, siendo el mejor conocido bis—(p—nitrofenil) fosfato (BNPP). En esta reaccion el
mecanismo catalitico de los iones metalicos implica la activacion del nucleofilo a pH
bajo mediante la formacion de hidroxocomplejos, la estabilizacion del estado de
transicion, la neutralizacion de la carga sobre el fosfato, asi como la estabilizacion del
grupo saliente. La figura 2.2 muestra esquematicamente diferentes tipos de catalisis por
parte de iones metalicos. Normalmente en la reaccion se presentan varios tipos de
catalisis los cuales son dificiles de discriminar en el caso de iones metalicos
cinéticamente labiles. A veces, la reaccion puede llevarse a cabo por dimeros de iones
metalicos. En este caso la velocidad de reaccion observada normalmente es mayor,
debido a la cooperatividad entre los iones y a la aplicacion simultanea de varios

mecanismos de “activacion” de hidrolisis.

Se estima que el enlace éster en el ADN presenta un tiempo de vida media de
billones de afios.” Por otra parte, para el ARN este tiempo se reduce solo a unos afios.

Esto se debe a la presencia del grupo B-hidroxilo en la molécula, Figura 2.3, que funciona
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como el nucleofilo interno, ademas de que en este caso el anion hidroxido funciona como

una base, desprotonando al grupo hidroxilo, y no como un nucleéfilo, Figura 2.1

TRIESTERES FOSFATO
(o]
M(OH)/“\‘ || MM—0r
P-.., 1
_— g
RO OR Hé—P\—OAr
OR :: OAr
Aro
Activacion del nucleofilo Estabilizacion del estado de transicion
DIESTERES FOSFATO
HO:"—_§
N 0
- o] M M(OH)™
RO/P\ Mo HO: \“ ! (O L|
. RO\ "oR
% rRo— R "oR \
: \ :
,{/In+ o
Catalisis acido de Lewis

Estabilizacion del grupo saliente

Activacion del nucleofilo
(0]
I I
i o)
S

., |
;o\ "oR
Y P
M- _O’/ \””/OR

O:
IS,
R
OR o~

\ P,
/ H M™---0— '\ “HoRr
Mecanismo combinado

OR
Catalisis acida general

Catalisis basica general
B-HIDROXIL ESTERES FOSFATO

P/O' o P/O' I";m O\ //01\
RO/®O M”*/ Ro/®o i

/p\ Mt

(N

Desprotonacion del grupo B-hidroxilo (modo y) Neutralizacion de la carga negativa (modo f3)
R

O-.
RO O }P< ‘:MnJr
, v O M RO/|_ o’
Mn+ ‘H—O‘/

Estabilizacion del grupo saliente (modo 8)

Promocion del ataque del B-hidroxilo (modo o)
Figura 2.2. Catalisis de la ruptura de diésteres fosfato por iones metalicos.

(1,8)
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El paso limitante en este caso es el ataque intramolecular del nucleofilo. A los
mecanismos cataliticos por parte de iones metalicos ocurrentes en sistemas bioldgicos se
les ha asignado un orden en acuerdo a la aceleracion esperada por el mecanismo
correspondiente (Figura 2.2): o (100), p (10%), y o & (ambos 10°).®) En estos casos el
metal participa en la deprotonacion del 2-oxigeno (y), la estabilizacion del grupo saliente
(0), la neutralizacion de la carga negativa sobre el fosforo () y la promocion del ataque
2-hidroxo al fosfato (o). En los sistemas vivos se utiliza una combinacion de tres

. . . e 12
mecanismos de reaccion, presentdndose una aceleracion de 10 “ veces.

ADN ARN
Figura 2.3. Diferencias estructurales del ADN y el ARN.

De los resultados de la Tabla 2.1 se puede observar la diferencia en rapidez de la
hidrolisis entre diésteres y triésteres (ver Figura 2.4 para las estructuras de sustratos), al
igual que la dependencia del grupo saliente. Ademas se observa, que la rapidez de
hidrolisis basica en el caso de triésteres y B-hidroxil diésteres es mas elevada que para los

simples diésteres fosfato, donde el enlace esta protegido por una carga negativa.
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Tabla 2.1 Constantes de velocidad de la hidrélisis acuosa y alcalina para diferentes
sustratos a la temperatura de ambiente.

Sustrato Abreviatura Kizo s~ ko.M s Ref
bis — (2,4-dinitrofenil) BDNPP 1.8x1077 3%107 9a
fosfato
bis —(p — nitrofenil) BNPP 1.1x10™"" 5.8x10° 9b
fosfato
Difenilfosfato DPP Demasiado lenta para | 7x10° (a 75° C) | 9¢
medirse
Acido ADN <1x107"° ~1x107™° 7
desoxiribonucléico
Alanin etil fosfato AEP 3.9x107 zwitterion 1.67 10
1.6x10” s™' catién
2-hidroxipropil-p- HpNPP 2.8x10° (valor 0.0672 Oe
nitrofenil fosfato estimado)
adenosin-adenosin APA 0.033 of
diribonucleo6tido
p-nitrofenil difenifosfato NPDPP 9.7x107’ 0.35 %h
5% Dioxano 5%Dioxano
Cﬁ O
03N O/ o NO, 0O O
BNPP

\//

I

O,N
HPNPP

o

O Ad

o/ \o

NO,

PNPDPP

i ﬁ
/P\
(¢] \ OEt
o

NH3"
AEP

Figura 2.4 Esteres fosfato cominmente utilizados en experimentos cinéticos.
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Existen otros mecanismos de hidrolisis de ésteres fosfato, por ejemplo para

diésteres ciclicos y monoésteres. Sin embargo estos no estan considerados en este trabajo.

2.2 Catalisis en sistemas bioldgicos

2.2.1. Estructura de sitios activos

Para lograr entender mejor por qué se ha elegido un estudio detallado con metales
alcalinotérreos, los cuales han demostrado ser pobres catalizadores en sistemas
artificiales,”) es necesario entender el papel que toman estos metales en los sistemas

vivos, conocer su ambiente y los mecanismos de reaccion que presentan.

A diferencia de Sr*” y Ba®", Ca® y Mg”" son dos elementos de gran importancia
biolégica.®" Su concentracion en el cuerpo humano llega a ser de 1 mM, ademas de que
participan en diversos procesos bioquimicos en los sistemas vivos, sobre todo como
cofactores en multiples enzimas, entre ellos las reacciones hidroliticas: el Mg*" forma
parte de nucleasas y ATPasas, mientras que el Ca’’ participa como cofactor en

peroxidasas, amilasas y muchas otras enzimas.

Estos metales actiian como acidos de Lewis duros y llegan a ser inertes hacia los
procesos redox. Su quimica en disolucion serd discutida mas adelante con detalle. El
analisis detallado del ambiente electronico y estérico de estos iones en los sitios activos
conocidos de diversas enzimas permite proponer varias generalidades. ! El ion Mg** en
los sitios activos de las enzimas prefiere unirse al oxigeno, posee cierta afinidad al
nitrogeno y una preferencia mucho menor a los otros ligantes. Siempre esta unido a un
carboxilato de acido Aspartico o Glutdmico. Su afinidad a los aminoécidos sigue la
siguiente tendencia: Asp/Glu>carboxilatos de la cadena > Ser/Thr>His>Tyr. En las
nucleasas el Mg2+ tiende a unirse a los acidos nucléicos, sin embargo, no lo hace de
manera directa, sino mediante un puente de agua. La afinidad al agua para este cation es
alta; aun en los sitios activos de las enzimas, los cuales se consideran deficientes en agua,

2+ . .. . ., . . , .
Mg~ posee varios sitios de coordinaciéon ocupados por agua. Las simulaciones teoricas
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seflalan que en el medio con menor constante de permitividad dieléctrica los iones
metalicos poseen una mayor afinidad a sitios mas hidrofilicos, por lo cual, dentro del sitio
activo de una enzima el metal se encuentra unido a un sitio hidrofilico y rodeado de un
medio hidrofobico. Los calculos tedricos también proponen que la esfera de coordinacion
no puede albergar mas de tres ligantes anionicos. El nimero de coordinacion total para
este ion es constante e igual a 6. Curiosamente, los sitios activos de todas las enzimas que
utilizan Mg”" no son muy afines a él y pueden sustituirse facilmente por otros cationes.
Esto se explica parcialmente en virtud de la alta concentracion intercelular de Mg®* (en
promedio 0.5 mM) en comparacion con la de otros iones en el organismo, de tal forma

que estos sitios no tienen que ser selectivos para este cation.

El ion Ca® no es tan duro como el Mg”’, y su afinidad a los amino4cidos en el
sitio activo de una enzima va en el siguiente orden: carboxilatos (se unen como ligantes
bidentados)> carbonilos > agua > hidroxilo. Su numero de coordinacioén varia de 6 a 8.
Este cation no es tan afin al agua como el Mg*". A diferencia de Mg los sitios de

. . 2+ . ,
coordinacion de Ca” en las enzimas llegan a ser muy afines a ¢€l.

. 2+ 2+ . o, . .
Los iones de Sr* y Ba® no son iones bioldgicos, por lo cual no existe

informacion sobre su coordinacion y solvatacion en las enzimas.
2.2.2. Reacciones en sistemas biologicos selectos

A continuacion se presentan varios tipos de enzimas que hidrolizan ADN y ARN
en células. Sus funciones son distintas: reparacion del ADN, superenrollamiento, ataque
al ADN viral, trabajo con ARN. La mayoria de estas enzimas utilizan Mg”" en el sitio
activo, aunque a veces también trabajan con Mn”", Co*", Zn*" y Fe*". La hidrolisis puede
llevarse a cabo utilizando de 1 a 3 iones metalicos. Las enzimas que presentan un solo ion
metalico, tales como la nucleasa de estafilococo, funcionan mejor con el ion Ca®’,
mientras que el ion Mg®" es mas utilizado en las enzimas con varios iones metalicos."'?

Algunos metales pueden no participar directamente en la catalisis, y llegan a estar

presentes como factores alostéricos.
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Endonucleasa restrictiva tipo II. 3

Este tipo de enzimas existe en células procaridticas. Su mision es hidrolizar
rapidamente todo el ADN ajeno que llega a la célula. Combinan el aumento de constante
de hidrélisis acuosa unas 10'® veces con alta selectividad hacia los sitios del ADN en
cuestion: al cambiar mas de 2 pares de nucleotidos en la secuencia la actividad decae
rapidamente. Las endonucleasas trabajan junto con las metilasas, enzimas que metilan el
ADN de la célula, protegiéndolo de esta manera de las endonucleasas. Es una de muchas
enzimas que utiliza dos iones Mg”" en su sitio activo. El interés particular en este sistema

. .« . “ e . . 2+ ,
consiste en la cooperatividad entre el sitio activo y los iones de Ca™" que estan fuera.

Hasta la fecha se conocen por lo menos 14 estructuras cristalinas de
endonucleasas de células diferentes. Todas presentan estructura tipica de conformacion 3
hecha de 5 cadenas rodeadas de 2 hélices, las cuales contienen elementos necesarios para
reconocer y cortar el ADN. Las secuencias de aminodcidos varian mucho de unas
enzimas a otras, sin embargo, en todos los casos se observan tres sitios de carga

separados en cada sitio activo.

La catélisis se lleva a cabo en presencia de iones Mn*", Mg*" y Co*". La actividad
catalitica de estos iones no se relaciona precisamente con los pK, de los metales (Mn*™>
Mg*~Co”"). Para cada enzima se utiliza la misma secuencia catalitica, que incluye unién
no especifica al ADN, transferencia al sitio requerido del ADN (la selectividad de las
enzimas aumenta considerablemente en presencia de una pequefia concentracion de
Ca”"), la reorganizacién de la enzima y el ADN para llevar a cabo la catalisis, la union del

metal al ADN, la transferencia del fosforilo y la salida del producto (Figura 2.5).
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Figura 2.5. La estructura de la endonucleasa al unirse al sustrato (A) y después de

reagruparse para llevar a cabo la catalisis (B). ¥
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La union de la enzima al ADN tiene una Kq de 10 a 10> M y aunque los iones
Ca”" no participan directamente en la catalisis, un ion grande y positivo de este tipo crea
un escudo entre los carboxilos de la enzima y los fosfatos del ADN, aumentando de esta
manera la constante de uniéon 10° veces. El sitio activo de la enzima tiene 2 iones
metalicos y probablemente actie como ADN polimerasa I o una fosfatasa alcalina,
aunque no se conoce la combinacion de metales necesaria para llevar a cabo la catalisis.
Las cadenas de ADN se cortan mediante el mecanismo Sn2 empleando el ataque al
fosfato tetraé¢drico y su conversion a bipiramide trigonal con el OH entrante y oxigeno 5°
saliente en posiciones axiales. Se propone un mecanismo de unioén directa del metal al
diéster fosfato, aunque existen todavia varios factores sin explicar.

Ribozimas"”

Las ribozimas no son exactamente enzimas. Son fragmentos de ARN capaces de
realizar hidrolisis de si mismas en una region especifica. Se cree, que los primeros
sistemas vivos utilizaban ribozimas en vez de enzimas a base de proteinas. Sin embargo,
la transicion de catalizadores a base de ARN a catalizadores protéicos todavia no estd
explicada. La Hammerhead Ribozyme es una de las ribozimas mejor estudiadas.

Tabla. 2.2 Algunas ribozimas conocidas y los iones metalicos que las activan."'?

Ribozima

Iones metalicos
requeridos

Constantes aparentes de
union del metal, K,

Intron Grupo I de Tetrahemena

0.5 mM para Mg2+

Ribozima de Tetrahemena

Hammerhead Ribozima

en
presencia de poliaminas

> 3 mM para Mg2+, Mn*",
Ca2+

Virus de delta

humano

Hepatitis

Mg2+’ Mn2+’ Ca2+’ Sr2+

> 0.3 mM para Mg”", Mn™",
Ca2+ Sr2+

Hairpin ribozyme

Mg2+, Mn2+, Ca2+, Sr**

3 mM para Mg™, 10 mM
Sr**, 20 mM para Ca®"

RNasa de P ARN

Mg2+ o Mn™

poliaminas

con

36 mM para Mg”"
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La ribozima, al igual que la mayoria de las enzimas requiere del cofactor metélico
para llevar a cabo la reaccion. En los sistemas vivos se utiliza el ion Mg*", aunque la
actividad se conserva parcialmente si este ion es cambiado por Mn?*, Ca*', Sr**, Cd*" o
Pb*" (Tabla 2.2).

La reaccion de hidrolisis de ARN se lleva a cabo mediante el mecanismo de
SN,(P) "7 donde el oxigeno 2’ entrante esti en linea con el oxigeno del grupo 5’
saliente. El ion metalico se une al oxigeno cargado negativamente para asi neutralizar la
carga y facilitar el ataque nucleofilico. Experimentos de titulacion han demostrado que
una sola desprotonacion es necesaria para que la reaccion se lleve a cabo. Para esto el
metal puede realizar el papel de la base general (permitiendo que el hidroxido unido a ¢l
desprotone el O-2’) o de una base especifica proveniente de una molécula del disolvente.
Ademas, el metal puede estar fuera de la esfera de coordinacion sin participar
directamente en la catalisis, como lo propone Cowan. 7 ® La Figura 2.6 muestra

. . .. ., 2+ Ly .
posibles mecanismos de participacion del Mg~ en catalisis.

(@ )|

O—wﬁﬁmne

O‘
(\/P‘o““ - +":"/P"’U' "’%?

_/ Hnl?l
0OHy

Modelo con dos iones metalicos Modelo con un ion metalico Modelo con una esfera de
coordinacion externa

Figura 2.6. Posicién probable de Mg en ribozimas '"®.

A pesar de que las ribozimas se conocen por mas de 20 afios, la estructura exacta
de su sitio activo permanece desconocida. Todavia no se sabe cuantos iones de Mg>"
tiene que poseer la ribozima, pero probablemente tiene que ser mas que uno, ya que uno
de los iones metalicos ayuda a estabilizar la configuracion del ARN para su posterior
reaccion, mientras que el otro cation se requiere para neutralizar la carga sobre el fosforo.

También se requieren iones metalicos para estabilizar al grupo saliente, ya sea de manera
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directa o acercando una molécula de agua lo suficiente para que esta pueda donar el
proton.

Por otra parte, uno de los calculos tedricos llevados a cabo recientemente'’”
sugiere la posibilidad de que sea un solo ion Mg”" para que se lleve a cabo la reaccion,
pasando por un intermediario muy inestable de geometria bipirdmide trigonal con los
oxigenos 5" y 2" en la posicion axial, siendo el paso limitante la separacion del grupo
saliente. El papel del ion metalico en este caso seria el de neutralizar la carga negativa
sobre el fosforo, el acercamiento del hidréxido para actuar como base sobre el grupo 2'-
OH, y el acercamiento de una molécula del agua al grupo saliente, para ofrecerle el

proton y asi facilitar su salida.

Las ribosimas son de gran interés para nuestro trabajo, ya que son los sistemas
enzimaticos mas simples que se conocen y requieren de la presencia de metales
alcalinotérreos. Aunque trabajan también con metales de transicion, la quimica sencilla
de los metales alcalinotérreos es suficiente para llevar a cabo la catalisis, lo que indica,
que estos metales tal vez puedan trabajar en los sistemas aun mas simples, como lo es la
propuesta en el presente trabajo.

Nucleasa del estafilococo ™®

Una de las enzimas hidroliticas mas sorprendentes es la nucleasa del estafilococo.
. , , P .. . , 2+ .
Esta enzima presenta s6lo un 4&tomo metalico en su sitio activo y es el &tomo de Ca” . Sin
embargo, la gran cooperatividad entre el ion metalico y los aminodcidos polares que lo
. , s s 16
rodean permite aumentar la velocidad de la hidrdlisis de ADN unas 10 veces (ya que la
hidrolisis no catalizada de ADN sigue sin ser bien establecida, este nimero puediera ser
25 ;o ., . .
tan grande como 10~ veces) que es el limite de aceleracion de la reaccion conocido hasta

la fecha.
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Figura 2.7. Estructura del sitio activo y mecanismo de reaccion de la nucleasa del

estafilococo.!'®

Como en la mayoria de los casos, se espera un mecanismo asociativo con la salida
del grupo 5'-OH, desplazado por el nucleéfilo hidroxido, siendo éste el paso limitante,
pasando por el estado de transicion de bipiramide trigonal (Figura 2.7). Se cree que el
metal junto con Arg-87 contribuyen a la estabilizacion del estado de transicion. La
reaccion se lleva a cabo por un mecanismo acido-base concertado, realizado por Arg-87 y
Glu-43, respectivamente. Los estudios con una enzima mutada revelaron que la catalisis
por parte del ion metalico provee una aceleracion alrededor de 10° veces, atribuyendo el
resto a la contribucion de los aminoacidos. El nucleofilo proviene de agua coordinada al
metal, que se desprotona por el Glu — 43, mientras que el grupo saliente se estabiliza por
el proton de Arg — 87, que al mismo tiempo junto con Arg — 35 y el ion metalico

estabilizan el estado de transicion.

La selectividad de la enzima hacia el ion Ca*" es tal que la sustitucion del ion Ca*"
por cualquier otro ion (por ejemplo Mn2+) lleva a la inhibicion de la enzima. Esta enzima
es de sumo interés, debido a su alta eficiencia y al uso de calcio como cofactor. También
hay que subrayar la alta cooperacion de los aminoacidos — un mecanismo que

dificilmente puede ser repetido en enzimas artificiales.
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Fosfotriesterasas!'> 2V

Como ya se ha dicho, los triésteres fosfato no estan presentes en los sistemas
vivos. Sin embargo, se ha encontrado grupo de enzimas que pueden hidrolizar los
triésteres fosfato sintéticos — probablemente, estas ayudan a los organismos vivos a
protegerse de pesticidas y venenos a base de triésteres fosfato. Se llaman fosfotriesterasas

y también requieren de iones metalicos para su actividad.

Utilizan los iones de metales de transicion. La enzima mejor caracterizada
Pseudomonas diminuta, presenta por lo menos 2 iones de Zn®" por cada de sus unidades
(es un homodimero con 39 kDa por unidad). El sitio activo presenta un atomo de Zn*" de
coordinacion tetraédrica expuesto al disolvente, mientras que el segundo atomo es
pentacoordinado y mas protegido. Los atomos estan unidos entre si por una molécula de
disolvente (hidréxido) y un carboxilato. La reaccioén ocurre gracias a la coordinacion del
sustrato al metal tetraédrico, con el posterior ataque del ligante hidréxido unido al otro
ion metalico. Las histidinas que rodean el sitio activo probablemente funcionan como
bases generales para activar las moléculas de agua y producir hidroxido.

Aunque el mecanismo de hidrdlisis bésica de triésteres fosfato es el mas simple de
los conocidos, la hidrolisis catalizada por iones metalicos es de gran complejidad,
requiriendo diferentes geometrias de las esferas de coordinacion de iones metalicos. En
esta tesis se utiliza un triéster fosfato para aclarar ciertos puntos del mecanismo de
hidrolisis de diésteres, pero como se verd, los metales alcalinotérreos son incapaces de

llevar a cabo una hidroélisis eficiente de estos sustratos.

2.3 Catalisis en sistemas artificiales con metales alcalinotérreos

En los sistemas fosfoesteroliticos artificiales los iones de los metales

alcalinotérreos no juegan el papel tan importante como en sistemas naturales. Esto se

(20)

debe principalmente a su pK, alto, "’ que impide la formacién de hidroxocomplejos — las

especies activas, a pH neutro en medio acuoso, donde se llevan a cabo normalmente este
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tipo de reacciones. Por otro lado, la simplicidad observada en la quimica de coordinacion
de estos iones metalicos impide unirlos a ligantes que de alguna manera podrian mejorar

su desempefio.

Actualmente los iones lantanidos se consideran los mejores catalizadores del
proceso.” Esto se debe principalmente a sus pK,’s bajos, lo que permite la formacion de
hidroxocomplejos aun en el medio con un pH &cido. Ademas, los iones de lantanidos son
capaces de formar dimeros en agua, los cuales actian mejor que las especies
monoméricas. La desventaja de los iones lantanidos es su alta toxicidad, lo que dificulta
su posible aplicacion in vivo. Aparte de los lantanidos, se han estudiado de manera
extensa diversos complejos de metales de transicion, sobre todo debido a que la mayoria

de ellos son elementos de importancia biologica. **

La actividad catalitica del ion Mg*" fue estudiada extensamente debido a su
importancia en procesos biologicos. Se ha aplicado con ADN y ARN natural y con
sustratos modelo artificiales. En sistemas con ADN natural se han informado varios
resultados interesantes.

El complejo de Mg”" con dietilentriamina (dien) informada por Yang et. al. ®® en
2004 es capaz de promover la hidrolisis del ADN superenrollado a pH 8 y 37°C con una
constante de velocidad observada de 4.4x10™* s' que corresponde a una aceleracion
alrededor de 10°* veces (la concentracién del metal utilizada en este caso era de 0.17
mM).

223 estudid cualitativamente la hidrolisis de

Por otra parte Komiyama en 200
trirribonucledtidos a pH 7.3 y 50°C en presencia de metales alcalinotérreos. Después de
90 horas de reaccion la conversion de sustrato ApA fue de 15% para los iones Ca*" y
Mg*", 2% para el ion Sr*" y 4% para el Ba®". Para 1 M de Mg®" las constantes observadas
fueron de orden 5x107 s, lo que da un aumento en la rapidez de la reaccion de alrededor
de 70 veces en comparacion con la reaccion no catalizada. En este caso la reaccion se vio
inhibida por la presencia de metales alcalinos.

El ion Mg*" permite hidrolizar alrededor de 60 % tRNA“? de la levadura en 10

horas a pH 8.5 y 37°C, siendo la especie activa el monohidréxido del metal.
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Los iones Mg”" y Ca®" fueron utilizados en 1992 por grupo de J. Morrow para
hidrolisis de HpNPP®* — un analogo del ARN, a pH 6.5 y 37°C, dando un aumento de la
velocidad de la reaccion alrededor de 10 veces en presencia de 0.05-0.1 M de cation
metalico. Sin embargo, la poca eficiencia de la catalisis se debid a que a pH 6.5, donde se
llevé a cabo la reaccion, la concentracion de especies activas (MOH") es muy baja. Las
constantes de segundo orden para las especies activas calculadas a partir de estos datos,
son 3 M s para el ion Mg*" y 17 M s para el ion Ca®", lo que hace a estos
compuestos unos de los mejores catalizadores conocidos para el sistema. El efecto
catalitico no fue notado ya que puede apreciar solo a pH elevados, donde estan presentes
las especies MOH" en concentraciones considerables. Las de las reacciones, en cambio,
se llevan a cabo a pH neutro, que corresponde al pH de la mayoria de los sistemas vivos.

Aunque en los sistemas vivos el Mg>" normalmente reacciona como dimero, solo
se conoce una estructura sintética de dimero de Mg®" artificial. ®® Es el complejo
dinuclear de Mg”>" con un ligante derivado de m-xililenediamina, (Figura 2.9) hay que
notar que el compuesto se une a los diésteres fosfato, conforme al modelo de enzimas
dinucleares de Mg?". Sin embargo, las actividades hidroliticas de este sistema no se han
medido.

Los iones Mg*" y Ca®" fueron utilizados con otro sustrato activado, el alanil etil
fosfato."” Sin embargo, la catalisis observada en este caso fue muy baja. A pH 7.0 y
25°C se presento la saturacion al aumentar la concentracion del metal. La razon de kobs/ko

a saturacion fue de 50 para Mg®" y 45 para el Ca*".

Ol
(o™
ArO— P-0 0 0
"o 7. ( )
g 2+ 0
o’\l'o o
0.9 0 0/
Mg_‘_
_J<® 24~ O Al .
0 o E« H(J:j}a
49 1, CRTPA 507

Figura 2.9. Complejos sintéticos de metales alcalinotérreos de uso catalitico.
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Los dos restantes iones de los metales alcalinotérreos; Sr** y Ba*" casi no se han
ocupado en este tipo de experimentos. Aparte de la hidrolisis de oligorribonucledtidos
realizada por Komiyama,
CRTPA (Fig. 2.9) con Sr*" y Zn*" que puede acelerar la hidrolisis de BNPP 1120 veces a

pH 8.5y 50°C y 20% de DMSO.?”

s6lo se conoce el complejo supramolecular bimetalico de

Anteriormente, ¥

nuestro grupo de trabajo estudi6 el efecto de metales
alcalinotérreos sobre la hidrolisis basica del sustrato andlogo de ADN, bis(p-
nitrofenil)fosfato (BNPP) en agua a 70°C. La aceleracion observada fue de 3 a 10 veces
para 30 mM de metal en presencia de 0.075 M hidroxido en la disolucion. Las constantes
de segundo orden a partir de las constantes de formacion de especies activas
(monohidroxocomplejos) fueron 8x10* M s para Mg*", 0.051 M s para Ca*" y

0.016 M5 para Sr*.

Un estudio preliminar reveld que la constante de segundo orden para estos metales
es alta, por lo que en condiciones donde la concentracion de hidroxocomplejos de estos
iones, fuera elevada, ocurriria una catélisis satisfactoria. Debido a los altos valores de pK,
y a la baja solubilidad de los hidroxidos metalicos, estas condiciones son
experimentalmente inalcanzables en agua. Sin embargo es posible que la presencia de co-
disolventes organicos pudiera promover la formacion de los hidroxocomplejos debido al
fortalecimiento de interacciones interiénicas en medios de menor polaridad. Ademas es
posible estabilizar estas especies debido a la fuerte solvatacion de iones metalicos con
disolventes dipolares aproticos como DMSO o DMF. Probablemente estos efectos
contribuyen también a la alta actividad catalitica de estos metales en los sitios activos de

las enzimas.

En mi trabajo de licenciatura se informé que la velocidad de hidrolisis de BNPP
en presencia de los hidroxidos de metales alcalinotérreos al cambiar el medio de agua por
DMSO acuoso 90% v/v, aumentaba hasta 10° 6rdenes de magnitud. ®* *” El efecto de

disolvente fue estudiado en términos del cambio de constante de permeatividad



Simbolos y Abreviaturas - 26 -

dieléctrica, acidez y basicidad del medio. Las especies activas fueron caracterizadas por

titulaciones potenciométricas

Los problemas que se encontraron en este caso, fueron la baja reproducibilidad de
los resultados (aunque muy altas las velocidades, éstas variaban hasta 10 veces de una
corrida a otra), asi como la baja estabilidad del sistema catalitico y un extrafio efecto
promotor de metales alcalinos sobre la actividad catalitica en el sistema con cloruro de

magnesio - hidréxido que nunca se pudo explicar satisfactoriamente.

Tabla 2.3 Velocidad e hidrdlisis de BNPP en DMSO 90% .*”

{n-Buy-

NOH NaOH  NaCl MgCl, CaCl, SrCly

mM mM mM mM mM mM kobs, 51
| 5 4.5 % 10-8
2 30 5.1 % 10-7
3 5 1.7 % 10-6
4 30 .1 10-5
5 30 3 2.0 x 106
6 30 30 [.3 = 103
7 5 2 1.7 > 10-3
b 3 2 1.0 = 10-3
9 5 5 2 8.4 = 104
w2 | 6.0 > 10—
Il 2 | 39 % 105
12 2 I 1.0 = 10-3
13 2 | 49 % 10—+

Las constantes de velocidad de hidrolisis de BNPP observadas en la reaccion
fueron comparables con los valores obtenidos en presencia de lantanidos.” La ventaja
del sistema es la actividad elevada de los iones Ca’" y Mg”": metales presentes en
sistemas biologicos .

En el presente trabajo la actividad de los iones metalicos fue elevada por un
cambio del medio. La aparente sencillez del método sugiere facilidad de uso en futuras
aplicaciones. Se demostrd, que no es necesario un disefio complejo de los ligantes para
llevar a cabo la reaccion. Sin embargo, la caracterizacion completa de todos los

componentes fue necesaria. Esto implica un estudio mas extenso del sistema encontrado.
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2.4 Comportamiento de iones de metales alcalinotérreos en agua y en DMSO
2.4.1. Consideraciones generales

En el presente trabajo, las disoluciones de metales alcalinotérreos fueron
estudiadas en agua y mezclas de DMSO y agua. El ambiente de solutos en ambos casos
varia significativamente. Para evaluar el efecto del cambio de disolvente, se toma en
cuenta el cambio de la energia libre de los iones al pasar de agua a un medio diferente,
que puede ser otro disolvente puro o una mezcla de disolventes. Existen muchos trabajos
que consideran este fenémeno.”” El cambio del potencial quimico del ion se expresa

mediante la ecuacion (1.2).

w1’ =pu’ +RTIn"y% 1.2

En general, los cationes al pasar de agua a un disolvente dipolar aprotico (y
ademas basico, como lo es el DMSO) se estabilizan por el disolvente y su energia libre
baja. Los aniones se desestabilizan, lo que eleva su energia libre. Las moléculas neutras y
moléculas grandes con carga muy dispersa practicamente no cambian su energia. El
cambio se presenta como el coeficiente de actividad de la sustancia %% o el
correspondiente cambio de la energia libre estandar que afecta el valor de potencial
quimico.

El efecto catalitico del medio en procesos con reactantes idnicos, al pasar una
reaccion de agua a DMSO, se debe principalmente a la desestabilizacion de los reactivos
anidnicos, que lleva a la disminucion de la energia requerida para llegar al estado de

transicion (Figura 2.11).
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AG, kJ/mol

A

Disolvente dipolar aprotico

Disolvente prético

Coordenada de reaccidon

v

Figura 2.11 Efecto catalitico al cambiar el medio de agua a un disolvente dipolar

aprotico.

La Figura 2.11 esquematiza este tipo de efecto y la Tabla 2.4 representa valores

informados para los metales alcalinotérreos e hidroxido al pasar de agua a DMSO. ©'*)

Tabla 2.4. Energias libres de transferencia de iones de metales alcalinotérreos, proton e
hidréxido de agua a DMSO. ©'*?

lon AG, kJ/mol
Mg | -13

Cag2+ -13

St | -14

Ba®" | -25.1

H' -5.73

OH | 88

Este enfoque describe el efecto general, sin tomar en cuenta las geometrias y otras
propiedades de las moléculas del disolvente y tratando a éste como un medio continuo.
Sin embargo, las moléculas del disolvente interactian a nivel molecular con el ion
metalico, formando su esfera de coordinacion primaria y secundaria, determinando asi los
sitios del ion disponibles para llevar a cabo la reaccion de interés. Para un estudio

exhaustivo es necesario conocer la estructura de los iones solvatados.
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2.4.2. Estructuras cristalinas de solvatos de cationes de metales alcalinotérreos

Se han caracterizado las estructuras cristalinas de todos los cationes de los metales
alcalinotérreos solvatados, tanto por agua como por DMSO. Es probable, que las especies
cristalinas tengan la estructura analoga a las especies que se encuentran en disolucion.
Todavia no se conoce bien si estas estructuras corresponden a las especies presentes en
soluciones concentradas o diluidas, sin embargo, conocer las estructuras cristalinas de los

solvatos puede dar informacion 1til para un futuro analisis de los resultados.

Los iones de magnesio siempre presentan el nimero de coordinacion 6, formando
con el disolvente un octaedro distorsionado y situando los contraiones correspondientes
en la segunda esfera de coordinacion. El analisis de estructuras de Mg*" solvatado por
DMSO se llevo a cabo por difraccion de los rayos X en estado solido ®? y LAXS (low
angle X-ray scattering) en disolucién. ** En ambos casos el ion Mg®" resulto estar
coordinado con 6 moléculas de DMSO a través del atomo de oxigeno, en forma de
octaedro distorsionado.® Las estructuras determinadas a partir de difraccion de los rayos
X en cristales s6lidos indican una distancia Mg-O promedio de 2.063 A y los angulos
Mg-O-S de 128.2, 133.7 y 143.9° que son caracteristicos para compuestos de
coordinacion de Mg*". Los experimentos de LAXS no presentan el numero de
coordinacion, sélo distancias interatomicas, siendo estas 2.07A para Mg-O, 3.248 A para
Mg-S con el angulo M-O-S igual a 130°. El contraion de Mg®" en los experimentos
realizados fue el perclorato que es un ligante muy débil, por lo cual fue desplazado por
DMSO vy se encontrd en la segunda esfera de coordinacion.

Todas las estructuras del ion Mg”>" en diferentes soluciones presentan
coordinacién octaédrica. Debido a que el Mg®" es un cation duro, se coordina mejor con
disolventes donadores de oxigeno que con los donadores de nitrégeno o algun otro
atomo. La estructuras de Mg”" hidratado presentan un octaedro ligeramente distorsionado
(las razones de la distorsion son desconocidas) con la longitud de enlace de 2.02a2.11 A
dependiendo del contraion. El estudio de diferentes estructuras de Mg®" solvatado por
disolventes donadores de oxigeno revela que la longitud del enlace Mg-O cambia muy

poco de disolvente a disolvente.®> Sin embargo, el coeficiente de actividad al pasar el
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ion Mg*" de agua a DMSO indica que la solvatacion por DMSO en la mezcla DMSO —

agua es preferible.

El numero de coordinacion del ion Ca®" cambia al pasar de agua, donde es
normalmente 8, coordinado como una antiprisma cuadrado, a DMSO donde su nimero de
coordinacion se reduce a 6 y se observa una distorsion en la geometria, en vez del
octaedro Ca®" presenta una estructura monoclinica. ®**> La distancia Ca—O promedio
para la estructura es 2.356 A, y la distancia de Ca—S es de 3.613 A. En este caso, al igual

que para Mg”’, los contraiones de perclorato son ligantes muy débiles y se encuentran en

la segunda esfera de coordinacion.

Figura 2.12 Estructuras de rayos X de Ca®" y Mg*" solvatados por DMSO."”

En agua se conocen por lo menos tres posibles modos de hidratacién del Ca®" con
numeros de coordinacion 6, 7 y 8, donde las geometrias correspondientes son octaédrica,
octaédrica centrada en la cara y cuadrada antiprismatica.®” La geometria aqui esta
influida por el contraion en cada caso particular, ya que las diferencias energéticas en
estas moléculas parecen ser muy insignificantes. La longitud promedio del enlace Ca—O
en las moléculas hidratadas es de 2.48 A. Los ligantes donadores de oxigeno, cuyas
moléculas son mas grandes que las del agua, s6lo pueden formar complejos octaédricos
con el metal, debido a que no hay mas lugar en la primera esfera de coordinacion. El Ca**

es mejor solvatado por las moléculas donadoras como DMSO o DMF, que por el agua.
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Pero al mismo tiempo, al cambiar oxigeno por el &tomo de nitrogeno, la solvatacion del
metal disminuye, lo que indica que el Ca®", al igual que Mg*" prefiere ser solvatado por

atomos duros.

El ion Sr*" en los estudios de LAXS demuestra ser octacoordinado en agua, con
distancias Sr-O de 2.62 A, en cambio, en solucion de DMSO el metal se vuelve
hexacoordinado, con una geometria octaédrica con las distancias Sr —O de 2.54 A.®Y En
estado solido el Sr*" presenta 3 especies con coordinacion diferente.*? Una es
probablemente Sr(dmso—O)ﬁ2+ y las otras dos son dimeros de Sr: [(dmso-O)s-Sr-(u-dmso-
0),-Sr(dmso-0)s] *" y el otro contiene molécula de agua aparte de DMSO a pesar de que
el compuesto fue obtenido en presencia de éter etilico con muy baja concentracion de
agua en la mezcla de reaccion, [(dmso-O)s-Sr-(u-dmso-O)s-Sr(OH,),(dmso-O)s],*,

, . .« 33
presentando de esta manera niimeros de coordinacion 6, 7'y 8.

Se sabe muy poco sobre la solvatacién de los iones en mezclas de DMSO-agua.
Esto se debe a su pobre espectroscopia, lo que implicaria métodos muy costosos
(resonancia de O'”) para llevar a cabo un estudio de la solvatacion preferible en las
mezclas de disolventes. Se plantea un comportamiento parecido de Ca*” y Sr** con los
jones de lantanidos. La solvatacién preferible para Eu’" fue determinada mediante
experimentos de fluorescencia en mezclas de agua con diferentes disolventes organicos, y

en DMSO 90 % v/v, el cation resulta ser mas solvatado por DMSO que por agua.“”

2.4.3 Estructura de hidroxidos

La hidrolisis de metales alcalinotérreos en agua, estudiada por titulaciones
potenciométricas, no indica la existencia de productos complejos. Aunque para el ion
Mg®" se revela la presencia de compuestos Mg4(OH),*" a altas concentraciones de metal
@9 aparte de que se tienen especies mononucleares Mg(OH)", Mg(OH),, los iones Ca*" y
Sr** presentan s6lo mono y di hidroxocomplejos en disolucion. Las constantes de
formacion de hidroxocomplejos estdn presentadas en la Tabla 2.5. Estos valores

dependen mucho de la fuerza idnica.
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Tabla 2.5. Hidroxocomplejos y sus constantes de formacion para los metales
alcalinotérreos en agua (25° C, I=0, L=OH").

Metal | logK (ML/M.L) | logK (M4,LyM".L") | logk (M.L*/ML,)
Mg |2.58 16.3 -11.15 (s)

Ca |13 -5.19 (s)

Sr 0.8

Las estructuras probables de los hidroxocompejos de estos cationes fueron
estudiados en mayor detalle por difraccion de rayos X, reacciones de cumulos de metales

41 . .
con agua en fase gas*" y calculos teéricos.

Figura 2.13. Estructuras de Mg*" solvatado por agua sustituida con 1 a 4 hidroxidos.®®

La figura representa la estructura convencional hexacoordinada para monohidroxido del
magnesio obtenida con la base 6-31+G*. Al ampliar la base hasta aug-ccpVTZ, se
descubre que la estructura 1a es en realidad un estado de transiciéon que lleva a la
estructura estable 1b, la adicion sucesiva de hidroxilos y optimizacién de geometria con
base aug-ccpVTZ lleva a las estructuras lc-le con geometria tetraédrica y las aguas
desplazadas por hidroxilos.



Simbolos y Abreviaturas -33-

En uno de los estudios recientes®®

se estimd la estructura y el numero de
coordinaciéon de hidroxocomplejos de Mg®*. El uso de calculos de funcionales de la
densidad con la base ampliada B3LYP/aug-cc-pVTZ ha dado resultados inesperados. Los
autores proponen que el hidroxido puede cambiar el nimero de coordinacion del ion
metalico (Figura 2.13). Dicho trabajo propone que las moléculas de HyO que solvatan el
metal se intercambian sucesivamente por los hidroxilos. Un hidroxido cambia el numero
de coordinacion de Mg”" a 5 (bipiramide trigonal); dos hidroxidos a 4 (tetraedro); la

estructura tetraédrica se conserva hasta que la cantidad de hidroxidos llega a 4, numero

maximo que puede albergar el cation.

El cambio en la geometria en presencia de iones hidroxido ocurre también cuando
en vez de agua, el ion esta solvatado por los formiatos o por amoniaco, sefialando que el
cambio de estructura va a depender solo de la presencia de OH’, sin importar otras
moléculas presentes en la esfera de coordinacion. Este estudio propone un cambio en los
mecanismos de las reacciones catalizadas por el ion Mg”" propuestos hasta la fecha, sin
embargo, debido a la relativa novedad del trabajo, futuras comprobaciones
experimentales son necesarias. Hasta la fecha no existen estudios semejantes para el resto

de metales alcalinotérreos.

La formacion de cumulos a partir de metales alcalinotérreos ionizados a
monocationes con descargas eléctricas mediante PACIS (pulse arc cluster ion source)
con agua en fase gas probablemente no corresponde con precision a las estructuras de
complejos en agua, sin embargo, estas geometrias podrian existir en disolventes con
constante dieléctrica mas baja, donde la interaccion entre especies cargadas es mas fuerte.
Los estudios recientes*” informan la aparicion de especies de tipo My(OH)zn.1 " que son
los conglomerados de la especie cargada MOH" con (n-1) moléculas neutras M(OH),.
Las distribuciones de particulas en este tipo de experimentos sefialan n = 1 a 5 para los
jones Ca’" y Sr*” con el maximo en n = 3 para Ca’" (Ca3(OH)s") y méximo de
concentraciones ubicado entre n =3 y n =4 para el Sr** (Figura 2.14).

Los calculos tedricos realizados por los mismos autores para el ion Ca®", sugieren

cambio de estabilidad para los clusters de hidroxidos de ion metédlico de la manera
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siguiente: Ca3(OH)s >Cay(OH); >CaOH", sugiriendo una especie ciclica estable cuando

n=3.

Ca, (OH),

Ca'  Ca,(OH),

=-1.0ZBB

Ca (OH), ¢y '(OH),
+ . & ﬂl
Ca OH = *
1 | :. l . L1 A |
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Figura 2.14. Distribucion de especies para cumulos de Ca,' y Sr, ', formados por PACIS,
que reaccionan con vapor de agua, formando hidroxidos polinucleares y estructuras
calculadas con el método DFT de Ca,(OH)," para n=2 y m=3 y n=3 y m=5,
respectivamente. "

. . . , . . + . .
No existen simulaciones tedricas de complejos de Sr**, debido a la presencia de
efectos relativistas para este ion metalico. Sin embargo, la geometria de su
hidroxocomplejo fue encontrada de manera experimental mediante estudios de difraccion

de rayos X.
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La estructura de dihidréxido de Sr** fue resuelta por difraccién de rayos X a 20 K
en los afios 50.*? La estructura propone 8 moléculas de agua coordinadas con Sr**, con
una geometria de antiprisma cuadrado, mientras que los iones hidréxido se unen por
arriba y por abajo a lo largo del eje C4. Se ha calculado la estabilidad del enlace Sr—OH
en mono y dihidroxo complejos, teniendo valores de 450 kJ/mol y 104 kJ/mol
respectivamente.

Hasta la fecha el estudio detallado de la hidrolisis de iones de metales
alcalinotérreos en mezclas DMSO — agua, 80 % DMSO v/v, so6lo se ha llevado a cabo
para el ion Be?" 2 Se ha revelado la formacién de monémeros de berilio, unidos a 1
hasta 3 hidroxidos. Las estructuras son mas simples que en agua, debido probablemente a
la gran acidez del cation, que provoca su mayor solvatacion por DMSO, y pérdida de la
complejidad de la estructura por falta de sitios de coordinacion. Sin embargo, el Be* es
muy distinto al resto del grupo, por lo cual este comportamiento no puede ser
generalizado. Es probable que las estructuras de los hidroxocomplejos en DMSO sean
parecidas a las de agua, debido a que ambos disolventes poseen constante dieléctrica
relativamente alta y alto grado de estructura interna. Sin embargo, tales factores como
desestabilizacion del hidroxido al cambiar del medio y estabilizacion de los cationes
metalicos, tamafio del disolvente y, aunque pequefio, cambio de solvataciéon pueden

influir sobre las geometrias precisas de los complejos.
2.5. Célculos tedricos

Debido al papel importante de Mg®" y Ca*" en los sistemas vivos se han realizado
algunos calculos tedricos para explicar el modo por el cual estos cationes pueden unirse a

., 43 . . . . .
los diésteres fosfato.*” Se conocen varias simulaciones de centros activos de enzimas

(55, 11)

hidroliticas y ademds se ha hecho un extenso trabajo sobre el estudio de la

hidrolisis de monoésteres fosfato. 4>

Existen pocos resultados con diéster fosfato, probablemente debido a que el

. ey ., C 1 rqe . , ;g . 4
estado de transicion para la reaccidon de su hidrolisis todavia se esta discutiendo. *"¥

Llama la atencion una de los ultimas investigaciones, donde se llevaron a cabo célculos
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teoricos para entender la estructura de metales Mg*" y Ca®" con dimetil fosfato, como el
ejemplo mas simple de un diéster fosfato.*” Los calculos fueron realizados utilizando
teoria de Funcionales de Densidad a nivel de B3LYP/6-31G(d,p), ademas del uso del
modelo COSMO para simular el disolvente (medio polar continuo). Los resultados
indican que el ion Mg tiende a unirse de manera indirecta al sustrato (mediante un
puente con una molécula de agua), mientras que el Ca*" se une directamente al oxigeno
cargado negativamente del grupo fosfato. Sin embargo, los pardmetros espectroscopicos
obtenidos mediante estos calculos no correlacionan bien con los resultados
experimentales, lo que indica que el disolvente puede tener un enorme papel en el modo
de coordinacion de estos metales y tiene que ser utilizado con mas detalle en céalculos

tedricos de este tipo.
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Capitulo 3.

Objetivos del trabajo

El sistema que emplea iones de metales alcalinotérreos en DMSO-agua tiene una
de las actividades cataliticas mas altas de las conocidas para la hidrolisis del diéster
fosfato BNPP en presencia de iones metalicos en general y sobrepasa por al menos 4
ordenes de magnitud la actividad fosfodiesterolitica informada hasta la fecha para
metales alcalinotérreos. ®® Puede considerarse como el modelo mas simple de una
enzima hidrolitica, donde el hidroxido del metal estd rodeado de un medio polar con baja
concentracion de agua. Sin embargo, los estudios previamente realizados no son
suficientemente detallados para proponer un mecanismo de reaccion, asi como el hecho
de identificar las especies activas y proporcionar una hipotesis que explique el efecto tan

fuerte del disolvente sobre la actividad catalitica.
Objetivo general:

Realizar un estudio detallado de la formacion y actividad fosfoesterolitica de

hidroxocomplejos de metales alcalinotérreos en el medio DMSO-agua.
Objetivos particulares:

= Determinar la composicion y estabilidad de las especies formadas en el medio de
la reaccion con diversas técnicas experimentales.

» Estudiar los efectos de otros disolventes con parametros semejantes, la fuerza
ionica y soluciones amortiguadoras.

= Realizar estudios cinéticos, tanto en la mezcla DMSO-agua, como en agua pura,
en un amplio intervalo de las concentraciones de componentes utilizando como
sustratos ésteres fosfato de diferentes estructuras y con diferentes mecanismos de
reaccion, para determinar con ello la selectividad de la catalisis y proponer asi un

mecanismo para la reaccion.
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Capitulo 4.

Parte experimental

En el presente trabajo se ha estudiado la hidrdlisis de 3 sustratos diferentes en
presencia de metales alcalinotérreos Mg®", Ca*" y Sr** (Be*" no fue seleccionado debido a
que su quimica es muy diferente a la del resto del grupo, y Ba®" present6 problemas de
solubilidad a altas concentraciones de DMSO). La hidrélisis se llevo a cabo en agua y en
mezclas de DMSO — agua con porcentajes de DMSO de 5 a 98 % v/v, utilizando
principalmente la concentracion de 90% DMSO v/v, a lo que posteriormente nos vamos a
referir como DMSO 90 %. Todos los experimentos fueron llevados a cabo a 37 °C, la
temperatura correspondiente a la del cuerpo humano y por lo tanto adecuada para el

estudio de sistemas con posibles bioaplicaciones.

El trabajo experimental estd dividido en varias partes. La primera consiste en la
caracterizacion de los hidroxocomplejos y la interaccion de los cationes con el sustrato
BNPP en agua y DMSO 90 %. Esta caracterizacion fue llevada a cabo mediante
titulaciones potenciométricas, titulaciones conductimétricas y RMN. La segunda parte
consiste en el estudio cinético, el cual implica el seguimiento de la reaccion de hidrolisis
de sustratos en diferentes condiciones de reaccion mediante espectroscopia UV-vis,
empleando la técnica de stoped-flow cuando fue necesario. En la tercera parte se
modificaron las condiciones y parametros de reaccion relevantes para la aclaracion del
mecanismo. En la cuarta parte del trabajo experimental se lleva al desarrollo de un
sistema reproducible y facil de usar, a pH fijo, gracias al uso de disoluciones

amortiguadoras. Finalmente, se propone un mecanismo de reaccion.

4.1. Equipo

Las mediciones UV — vis fueron realizadas en equipos HP 8453 Agilent y
UNICAM UV 500. Las mediciones stopped - flow fueron llevadas a cabo en el equipo
Applied Photophysics. En todos los casos se han utilizado las celdas de cuarzo con la

longitud de paso de 1 cm. Las mediciones potenciométricas fueron llevadas a cabo con el
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electrodo de vidrio CORNING SemiMicro Combo 476156 en el pH-metro ORION 420A
bajo el flujo de nitrégeno constante. Las mediciones conductimétricas fueron llevadas a
cabo en la celda de conductometria de vidrio YSL, con la constante de celda 1.0 M. Se ha
utilizado el equipo de resonancia JEOL GX 300 para la titulacion por *'P (121.6565
MHz) y caracterizacion de sustratos por 'H (300.5311 MHz). Todos los experimentos
fueron llevados a cabo en agua nanopura purificada con el equipo NANOPURE
BARNSTEAD. La temperatura fue mantenida constante gracias a los bafios de agua
Fischer Scientific ISOTEMP 1006S. La temperatura de las reacciones fue medida en cada

caso con el termometro digital QUARTZ digi-termo.
4.2 Reactivos

Sales: Mg(ClOy), * 6H,0, PM 331.33 g/mol y 99 % pureza; Sr(ClO4), * 6H,0,
PM 394 g/mol, 99.9 % pureza, son de AlfaAesar. Sales Ca(ClO4), * 4H,0, PM 311.04
g/mol, 99 % pureza; NaClO4, PM 122.44 g/mol 99 % pureza; biftalato de potasio, PM
204.23, pureza ACS 99.95-100.05 %; acido HCIO4 40%; substrato BNPP, PM 340
g/mol, pureza 99%, buffers bis-TRIS PM 209.24 g/mol, 98+%, Clorurhidrato de
guanidina, 99 %, 1,5-diaminopentano PM 102.18 son de Aldrich, TRIS PM 121.1 g/mol
99 %,; Bis — TRIS Propano PM 282.3, > 99% son de SIGMA; bases NaOH, solido, PM
40 g/mol, 98.8%; BusNOH, disolucion 40 % en agua, PM 259.5 g/mol; disolventes
DMSO, 100.0% (ensayo) agua < 0.03 % y DMF , 99.9% (ensayo) son de JT Baker.

Las disoluciones stock de las sales 0.1 M se prepararon en DMSO 90 %. Las
disoluciones para las cinéticas se preparaban cada 2 semanas. Para las titulaciones
siempre se utilizaban disoluciones recién preparadas. La base para las titulaciones se
utilizaba en disoluciones stock de 0.1 M en DMSO 90% y para mediciones cinéticas se

utilizaba directamente (disolucion en agua 1.83 M).

La cantidad de agua en DMSO seco fue determinada con la prueba de Karl —
Fischer. Para el trabajo experimental se preparaba la disolucion stock de DMSO 90 % -

que se utilizaba el mismo dia.
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Se han estudiado tres sustratos diferentes, un triéster y dos diésteres fosfato; bis-p-
nitrofenilfosfato (BNPP) y 2-hidroxipropil-p-nitrofenil fosfato (HpNPP). El triéster
fosfato utilizado fue p-nitrofenil difenil fosfato (PNPDPP) (Figura 2.4 y Tabla 2.1).

Todas las cinéticas fueron seguidas por el desprendimiento de nitrofenolato.

BNPP fue utilizado después de su purificacion por recristalizacion en medio
acido. HpNPP (sal de Bario) y NPDPP fueron sintetizados en el laboratorio. Los sustratos
fueron preparados como disoluciones stock de 5 mM en DMSO 90 % para BNPP y
NPDPP y en agua para PNP, ya que este compuesto se hidroliza en DMSO. Para
experimentos en DMSO con HpNPP era necesario pasar la disolucion del sustrato en un
pequefio volumen de agua por la resina IR — 120 (H') para remover Ba*" y después llevar
al aforo la solucion obtenida. Las disoluciones se guardaban en el refrigerador y se
ocupaban durante un mes. HpNPP y NPDPP fueron obtenidos a partir de rutas de sintesis
descritas en la literatura.®**” HpNPP es un polvo blanco, con peso molecular de 277
g/mol, es soluble en agua. NPDPP también es un polvo blanco, con un peso molecular de

372 g/mol, insoluble en agua.
4.3. Sintesis

Bus;NCIO,; Se mezclan cantidades equivalentes de Buy,NOH y HCIO4 en agua. El
precipitado se filtra y se lava con pequefias cantidades de agua hasta pH neutro. Se deja

secar.

2-hidroxipropil-p-nitrofenil fosfato®  La disolucién de la sal disédica de p-
nitrofenilfosfato (1.32g, 5 mL) en agua (10 mL) fue pasada por la columna con la resina
IR — 120 (H"), y el eluyente acido fue llevado a pH 8 con una disolucién de amoniaco. Se
afiadieron 20 mL de 1,2-epoxipropano y la disolucion fue mantenida a 35 °C por 40
horas. El epoéxido sin reaccionar fue removido por destilacion a presion reducida. La
mezcla de reaccidn pasé por la columna IR — 120 (H"). La disolucién fue neutralizada a

pH debajo de 7 con una disolucion de hidroxido de Bario libre de carbonatos. Después de
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esto la disolucion fue concentrada a un volumen cerca de 10 mL a presion reducida y
temperatura ambiente. Posteriormente se afiaden 2 volumenes de etanol y el precipitado
de p-nitrofenilfosfato sin reaccionar se remueve por filtracion. El filtrado se concentro a
un volumen pequefio y fue afiadida bajo rigurosa agitaciéon una mezcla de 10 % de etanol
en 300 mL de acetona. Se filtra el precipitado blanco obtenido. El rendimiento final fue

del 40 %.

Difenil — 4 nitrofenil fosfato“?. Se pusieron a reaccionar cantidades equimolares de
nitrofenolato (2 g) y difenilfosfoclorhidrato (2.97 mL) en un exceso de 10 % de
trietilamina (2.21 mL). El cloruro de trietilamina formado se remueve por filtracion. El
filtrado se extrae varias veces con agua destilada y se evapora para dar fosfato. El
producto crudo con 80% de rendimiento se recristaliza 2 veces de etanol. El rendimiento

final fue de 37 %. Los cristales blancos obtenidos funden a 49-51 °C.

Los sustratos fueron caracterizados por RMN, donde sus espectros coincidieron
con los informados en la literatura (ver Anexo 1). La pureza de los sustratos fue estimada
por el rendimiento de p-nitrofenolato después de la hidrdlisis completa de los sustratos,

que resulto estar superior al 95%.
4.4 Calculos

Los ajustes de datos experimentales a los modelos tedricos correspondientes
fueron llevados a cabo mediante el programa Origin, versiones de 5.0 a 7.0. Las
constantes de formacion de hidroxocomplejos se determinaron a partir de titulaciones
potenciométricas y fueron calculadas con el programa Hyperquad2000. Las curvas de
distribuciones de especies fueron calculadas con el programa HySS.

Los modelos tedricos fueron propuestos utilizando el programa Hyperchem 7.5



Simbolos y Abreviaturas -42 -

4.5. Mediciones cinéticas.

Las mediciones cinéticas se llevaron a cabo en celdas de cuarzo con 1 cm de
longitud de paso, disefiadas para experimentos UV-vis. A un volumen calculado de
disolvente se agregaban con pipetas automaticas Erlenmeyer alicuotas de disoluciones
stock necesarias para obtener concentraciones deseadas del metal e hidréxido en 3 mL de
disolucion. La solucion se agitaba, se sellaba con la pelicula Parafilm y se dejaba en el
termostato hasta alcanzar 37°C. Al iniciar la reaccion se adicionaba un pequefio volumen
de sustrato, se volvia a sellar con pelicula Parafilm, se agitaba y la reaccion procedia en
celdas termostatadas del equipo UV-vis.

Las mediciones de las constantes de rapidez de hidrdlisis fueron llevadas a cabo
mediante el monitoreo de la aparicion del p-nitrofenolato, el producto de hidrélisis de los
tres sustratos por espectroscopia UV-vis. El nitrofenolato tiene un color amarillo con el
maximo de absorcion en 400 nm en agua (¢ = 18 300 M'em™) y 425 nm en DMSO 90 %
(e = 31 170 M'em™). A continuacién se presentan los méaximos de absorcién y las
absorciones molares a diferentes concentraciones de DMSO. Estos valores fueron
encontrados mediante curvas de calibracion con p-nitrofenolato puro a 5-7

concentraciones diferentes en cada concentracion de DMSO dada.

Tabla 4.1. Cambio del maximo de absorcion y absorcion molar de p-nitrofenolato a

diferentes concentraciones de DMSO.

% DMSO v/v | Maximo de absorcion, nm | Absorbancia molar, M 'em’!
0 400 18300
20 407 22000
40 411 24045
60 415 27000
70 417 28397
80 420 29119
90 425 31167

La hidrolisis de HpNPP y NPDPP lleva a la salida de un equivalente de p-
nitrofenolato. Las constantes de velocidad de hidrdlisis basica de BNPP y HpNPP a bajas
concentraciones de OH" en agua fueron calculadas mediante el ajuste lineal a la velocidad

inicial de la reaccion utilizando la siguiente expresion:
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A=k, x [Sustrato]x Enp X1t 4.1)

donde A es la absorbancia observada, t es el tiempo, k.s la constante de velocidad

observada y exp es la absorbancia molar del p-nitrofenolato.

En los casos cuando la reaccion fue bastante rapida (presentando tiempos de vida
media menores de 1h) la constante catalitica fue calculada mediante ajuste a la ecuacion

de velocidad integral de primer orden:

A=A, (1-e")+4, (4.2)

Donde Ay es la absorbancia al inicio de la reaccion y AAjyr es la diferencia entre la

absorbancia a tiempo infinito y la absorbancia inicial.

La hidrolisis de BNPP lleva a la salida de 1 o 2 equivalentes de p-nitrofenolato.
En el primer caso las constantes se calcularon mediante el ajuste a la ecuacion 4.2. Para el
segundo caso se utilizo el ajuste a la ecuacion de primer orden con salida de dos

productos por dos procesos consecutivos.

ke ™ +(k, —2k,)e™
kz - k1

A=A, 2+ ) (4.3)

Donde k; es la constante de rapidez observada de la hidrélisis del primer
nitrofenolato, &, la del segundo y Aiyr es la absorbancia final correspondiente a la salida

de un nitrofenolato.

El desarrollo de las dos primeras ecuaciones puede ser encontrado en cualquier libro de

s oo 52 ;1. .7 . 28
cinética quimica. ©* El desarrollo de la tltima ecuacion se presenta en la referencia. **

4.6 .Estabilidad de las disoluciones
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Se descubrio que al dejar las soluciones por mas de una hora al aire, estas pierden
su actividad, (Figura 4.4). Esto se debe a la formacion de carbonatos solubles que inhiben
la reaccion, sobre todo a bajas concentraciones de la base. La disminucion de la actividad
puede evitarse si la reaccion se lleva a cabo bajo N, ademas de utilizar siempre

disoluciones de la base recien preparadas.
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Figura 4.4. Efecto del tiempo de incubacion de la disolucion béasica de Mg” sobre la
velocidad observada para la hidrélisis de BNPP. Curvas cinéticas para la hidrélisis de
0.02 mM de BNPP en presencia de 2 mM de Mg*" y 2 mM de BuyNOH bajo nitrogeno a
diferentes tiempos de incubacion (cuadrados soélidos), inmediatamente después de
mezclar los componentes (circulos abiertos), después de 60 minutos bajo nitrégeno
(triangulos abiertos) después de 30 minutos de dejar la disolucion al contacto con el aire.

Las constantes cinéticas se obtuvieron como un promedio de las mediciones por

triplicado, cuando la discrepancia entre los valores era menor de 10 %.
4.7. Titulaciones potenciométricas

Todas las titulaciones potenciométricas fueron llevadas a cabo a 37 °C, en un
volumen de 30 mL bajo agitacion constante y en presencia de nitrégeno. El electrodo se
calibraba con 3 disoluciones amortiguadoras comerciales de pH 4, 7, y 10, disueltos en
agua. Para determinar la constante de autoionizacion de agua en DMSO 90 % y calibrar
la escala del pH-metro en términos de concentracion de protones, y no como su actividad,
fueron realizadas titulaciones potenciométricas de HCIO4 1 mM en DMSO 90 % v/v en

presencia de BuNCIO4 10 mM como un electrolito soporte. La constante de
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autoionizacion del agua fue calculada como el valor promedio de 3 titulaciones. Para esto

se utilizo el ajuste de la curva de titulacion a la ecuacion de neutralizacion de un acido

fuerte con una base fuerte.®>

V= (V. Cs + VoKw/[H’] = Vo[H’]f) / (Cs+[H’]f- Kw/[H’]) (4.4)
donde V es el volumen de la base anadida, Vg es el volumen inicial de la disolucion, Cg

es la concentracion de la base con la cual se llevo a cabo la titulacion y Ky, es la constante

de autoionizacion de agua y fes el factor de correccion.

De aqui se obtuvo el valor de pKy, = 21.7 + 0.3 y logf'= 0.6. El valor obtenido de
pKy es cercano al informado en literatura pK,=21.3 a 30°C en 90% DMSO0.®? y 22.25

en DMSO puro.®”
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Figura 4.5 Curva de titulacion del acido perclorico 1 mM en DMSO 90 % a 37°C.

Las titulaciones de las sales metalicas fueron llevadas a cabo en presencia de
BusNCIO4 10 mM como un electrolito soporte y afiadiendo HCIO4 1 mM al inicio de
cada titulacion para comprobar en cada caso el valor del factor de correccion log f. Para
cada metal fueron hechas 3 titulaciones con concentraciones 0.5 mM, ImM y 2 mM de la

sal metalica respectivamente. Las constantes de formacion de especies fueron calculadas
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como el valor promedio de las tres titulaciones. Una titulacion tipica se hizo con adicién
de pequenas cantidades (10-30 pL) de BusNOH previamente valorado, registrando los
valores de pH obtenidos, teniendo cuidado de que estos valores fueran estables. Cada
muestra se desgasificO y se mantuvo bajo atmosfera de N, durante toda la titulacion.
Tenia importancia que la disolucion a titular esté libre de carbonatos y que no haya
absorcion de CO, durante la titulacion para obtener curvas reproducibles. Las curvas de
pH vs. volumen de BusNOH adicionado fueron corregidas por el factor f/ determinado
para cada una de ellas, con el objeto de tener los valores de —log [H'] vs. volumen de

BusNOH adicionado.
4.8 Titulaciones conductimétricas ©*®

Las titulaciones conductimétricas fueron llevadas a cabo en un volumen de 30
mL, bajo N, con agitacion constante. La conductancia electrolitica G (medida en S)

define a la conductividad de la disolucién y (en S cm™) como

G=yxk 4.5)

Donde k es la constante de la celda conductimétrica (en cm). El valor de la
constante de celda k es igual a 1.0 cm (calibrada con KCl). Para el caso de un conductor
ionico el valor de conductividad dependera del nimero de iones presentes. Para
normalizar la conductancia respecto a las cantidades de iones presentes se introduce una

, - 2 ol
nueva magnitud, la conductancia molar Ay, (en S cm™mol ™), que se define como:

A, =1000Z (4.6)
C

donde ¢ es la concentracion de electrolito disuelto (en mol L™) y 1000 es el factor de

‘7 3
conversion de L a cm’.

Sin embargo, la conductividad molar de un electrolito no depende de manera
lineal de la concentracion del mismo. Para electrolitos verdaderos este cambio puede ser

estimado mediante la Ley de Kohlrausch.
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A, =N, - Ae (4.7)

Donde A’, es la conductancia molar y A es un coeficiente que depende de la

naturaleza del electrolito, del disolvente y de la temperatura.

Antes de llevar a cabo las titulaciones se han calculado las conductividades

molares a dilucion infinita A, para cada sal utilizada.

Utilizando las titulaciones conductimétricas fue posible predecir la
estequiometria de la reaccion en el minimo de la curva y describir el comportamiento

general de las sales en DMSO 90 %.
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Capitulo 5.

Determinacién de las especies activas

Un estudio completo del mecanismo de catalisis implica conocer a las especies
responsables de la actividad catalitica. En el presente trabajo se utilizaron diversos
métodos de caracterizacion del sistema: titulaciones potenciométricas, conductimétricas y
de resonancia magnética nuclear. La espectroscopia de metales alcalinotérreos es muy
pobre. Esto limita el uso de técnicas sensibles como fluorescencia. Por lo tanto, en
nuestro conocimiento todavia existen muchas fallas, por ejemplo, no se conoce con
precision la solvatacion preferencial de los metales. Para este caso utilizamos los
resultados obtenidos para solvatacién preferencial de Eu®" informados en la literatura “”
y asignamos el mismo grado de solvatacion para metales alcalinotérreos (muchos
estudios sugieren que la quimica de metales alcalinotérreos pesados, por ejemplo, Ca**y

Sr** es muy parecida a la de los lantanidos). Por lo que se supone que en DMSO 90 % los

iones metalicos estan solvatados de una manera preferencial por DMSO.

Todas las técnicas utilizadas aportaban informacién incompleta sobre los
compuestos. Solo la unidén de todos los resultados nos permitié caracterizar los sistemas
con suficiente precision para llevar a cabo calculos de constantes cinéticas y otros

parametros de reaccion para las especies individuales.

5.1 Titulaciones potenciométricas

El enfoque principal fue hecho a las titulaciones potenciométricas, sin embargo
los resultados en muchos casos fueron dificiles de interpretar. Los equilibrios en DMSO
90% resultaron complicados con respecto a los presentados en agua, incluyendo
formacion de varias especies diméricas y monoméricas, con estequiometria diferente a la
del agua.

Una de los problemas principales fue la baja reproducibilidad de algunos datos.
Las titulaciones potenciométricas se llevaron a cabo en el intervalo de pH de 3 a 20. A

pH mayor de 15 la concentracion de H' libre es muy baja, lo que dificulta
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considerablemente la medicion de pH, provocandose una discrepancia en los resultados.
Los errores en mediciones de pH afectan seriamente la estimacion de constantes de
formacion, sobre todo en los casos de las especies polinucleares con muchos hidréxidos
coordinados. Los valores de las constantes de formacion para especies existentes a
menores valores de pH tienen mucha mayor precision que aquellos que aparecen a
valores de pH altos. El ion Mg®" que es el mas acido de todos, presenta la menor
dispersion en los valores de las constantes medidas comparadas con los iones Ca>" y Sr*",
este ultimo presenta formacion de hidroxocomplejos en el intervalo de pH 16 — 19, lo
que involucra error en los valores de las constantes informadas. Los ajustes realizados se

presentan en el Anexo 2 del presente trabajo.

5.1.1. Mg*"

Las titulaciones de Mg®" dan la menor dispersion de datos. Los valores de las
constantes de formacion sucesivas de MgOH" y Mg(OH), son muy cercanos, por lo que
la mayor parte de MgOH' dismuta para generar la especie neutra y asi el
monohidroxocomplejo, el cual normalmente se encuentra en muy bajas concentraciones y
nunca predomina en los equilibrios. A concentraciones elevadas de Mg el ajuste
realizado por el programa HYPERQUAD tiende a rechazar la especie MgOH'. En otros
casos, la especie permanece en el ajuste, pero los parametros generales de ajuste
empeoran considerablemente. Sin embargo, como se observa posteriormente en los datos

cinéticos, su presencia es indispensable para justificar los resultados obtenidos.

A diferencia de especies normalmente encontradas en agua, aqui se observan
especies con mayor numero de OH’, tales como Mg(OH);” y Mg,(OH)s". Probablemente
esto se debe a la fuerte desestabilizacion del hidroxido, que tiende a unirse a particulas
neutras de mayor tamafio para asi dispersar su carga y disminuir el efecto
desestabilizador del disolvente.

La calidad de ajuste no cambia si las especies monoméricas presentes se cambian
por particulas di- o hasta triméricas, tipo Mg,OH,*™ etc. Por lo cual, las especies

encontradas representan s6lo las formulas minimas correspondientes. La composicion
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real de las especies es dificil de caracterizar. Uno de los métodos adecuados seria la
medicion de las propiedades coligativas de la disolucion. Sin embargo se trabajo a
concentraciones demasiado bajas de los iones metalicos para poder hacer uso de estas

técnicas.

Los valores promedios de las constantes de equilibrio obtenidas de los ajustes de
los datos de la titulacion a tres concentraciones del metal diferentes, se presentan a
continuaciéon. En cada caso la constante de autoionizacion del agua se dejo6 como
parametro ajustable, ya que su determinacion independiente fue bastante inexacta (un
error £0.3 en escala logaritmica) y en el caso contrario, el ajuste requeria de especies con
estequiometria metal/hidroxido mas alta, cuya existencia es dudosa. Las constantes de
autoionizacion obtenidas entraban dentro del intervalo de error del valor medido a partir

de las titulaciones de HCIO;,.

Tabla 5. 1 Resultados de las titulaciones potenciométricas de Mg(ClO4), calculados con
el programa Hyperquad2000 de las curvas potenciométricas obtenidas a 3
concentraciones diferentes del metal en presencia HC1O4 de 1 mM titulado con BusNOH

Constante Mg" 0.5 Mg® 1mM | Mg 2mM | promedio
mM.
Ky -22 -21.93 -22.25 -22.06
Kmgon -11.38 -11.54 -11.46
Kwmgomz -22.61 -22.5 -22.5 -22.51
Kwmg20ms -59.18 -59.16
K meom3 -40.19 -40.53 -40.53 -40.62

Hay que mencionar, que los ajustes a 2 mM de Mg*" aceptan la especie MgOH",
sin embargo, su concentracion es irrelevante. Lo mismo ocurre con la concentracion de
Mg,(OH)s™ a bajas concentraciones de Mg*". Por lo cual, en la distribucion de especies
final, ambos valores se han tomado en consideracion. Estos valores tienen que ser vistos
como férmulas minimas. A partir de los valores promedios de las constantes construimos

el siguiente diagrama de distribucion de especies (Figura 5.1).

Las concentraciones de las especies presentadas, poseen sus maximos en el

intervalo de pH 10-18. Este intervalo de pH se parece poco al observado en agua. Sin
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embargo, debido al cambio en la constante de autoionizacion acuosa, la concentracion de
hidroxido libre en este caso es muy baja. La hidroélisis basica del sustrato no interfiere en
este caso, ya que para esta mezcla la disolucién neutra posee un pH de 11. Por lo que se
logra observar un efecto importante; obteniendo concentraciones altas de especies activas
donde casi no estén presentes el metal o el hidroxido libre, los cuales pueden interferir

con la reaccion.
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Figura 5.1 Distribucién de hidroxocomplejos de Mg®" como funcién de pH calculada
para 1 mM del metal.

5.1.2. Ca®*

Se llevaron a cabo las titulaciones potenciométricas del ion Ca®" con BusNOH en
presencia de HClIO4 1 mM, utilizando Ca(ClO4), 0.5, 1 y 2 mM. Los datos de los
experimentos y los ajustes realizados en el programa Hyperquad2000 estan presentados

en el Apéndice 2 y la tabla 5.2.

Tabla 5.2 Resultados de titulaciones potenciométricas de Ca(ClQO,), calculados con el
programa Hyperquad2000 de las curvas potenciométricas obtenidas a 3 concentraciones
diferentes del metal en presencia de HCIO4 1 mM titulado con BusNOH
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constante Ca” 0.5 Ca 1mM | Ca” 2mM | promedio
mM.

Kw -22.01 -21.93 -21.82 -21.875
Keazon -9.24 -8 -7.8 -7.74
Keaon -12.85 -11.7 -11.71 -11.705
Keaonz -27.34 -26.08 -26.1 -26.09
Kcazoms -70.73 -67.83 -67.5 -67.665

Los valores utilizados para construir los diagramas de distribucion de especies y

llevar a cabo los célculos cinéticos fueron el promedio de las titulaciones de Ca> 1 mM y

Ca®>" 2 mM. Dada la discrepancia de los valores calculados a 0.5 mM de Ca”" estos no

fueron tomados en cuenta al calcular el promedio. La distribucion de especies a diferentes

pH, (Figura 5.2), fue calculada con Hyss, utilizando los valores promedios.

Concentracion, M
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[

Figura 5.2 Distribucion de hidroxocomplejos de Ca** como funcién de pH calculada para

1 mM del metal.

. . + . .
Se observa una especie dinuclear nueva Ca,OH’" a bajas concentraciones de

. . 2+
hidroxido, que no se ha registrado en el caso de Mg~ . No se conoce con certeza el

mecanismo de formacion de este complejo. En este caso el OH™ funciona como puente

. (1 2+ . g
entre dos cationes metalicos. Esto se debe a que el Ca” posee una carga mas dispersa que

24 . ., . J ’ 1.
el Mg™, lo que hace que su interaccion con el hidroxido sea mas débil. En este caso, el
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hidréxido unido al metal no pierde por completo su nucleofilia y puede interactuar con
otro ion metalico formando un puente. Por otra parte la mayor polarizabilidad del ion
Ca”", si se compara con el Mg”", sugiere la posibilidad de una interaccion del catiéon con
el oxigeno del DMSO, utilizando éste en la formacion del puente adicional entre los dos

iones metalicos.

De nuevo se obtienen especies anionicas con alto grado de coordinacion de
hidroéxido, tal como Cay(OH)s". Es probable que la formacion de este tipo de complejos se
deba al alto grado de desestabilizacion de hidroxido, por lo que este cation tiende a

formar especies oligoméricas con una mayor dispersion de carga dentro de la molécula.
2+
5.1.38r

En la titulacion de iones Sr** se observé una gran discrepancia en los resultados.
Una de las razones es el alto valor de pK, de las especies que se forman. Estas especies
tienen que ser registradas a valores de pH elevados, con baja concentracién de H',
creando asi la dispersion en datos debido a los problemas de deteccion de bajas
concentraciones de protones. No se pudo elevar la concentracion del metal, para
aumentar el grado de formacion de complejos formados y asi llegar a valores de pH mas
bajos, debido a la formacion de precipitado de Sr(OH),. En este caso no se tomaron los
valores promedio de cada titulacion y se utilizaron en calculos futuros los valores
obtenidos en la titulacion de Sr** 2 mM. Esta concentracion de metal fue la mas alta, por
lo que se considera que las concentraciones de especies formadas también eran las mas

elevadas, ademas de que se registraron con mayor grado de precision.

Tabla 5.3 Resultados de titulaciones potenciométricas de Ca(ClQO,), calculados con el
programa Hyperquad2000 de las curvas potenciométricas obtenidas a 3 concentraciones
diferentes del metal en presencia de HC1IO4 1 mM titulado con BusNOH

Constante S 0.5mM. | S 1 mM Sr* 2 mM
K -22.0000 -22.3315 -21.402
Kspon -6.4097 -7.8267 -9.8966
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Ksron -11.3720 -13.3375 -14.8546
Ksrons -45.23 -48.4501 -47.9350
Ksnomns -76.000 -76.3311 -75.8052

La especie Sr(OH), no existe en los ajustes realizados y es probable que se
encuentre en concentraciones muy bajas en disolucion. Sin embargo, se observa el
precipitado de Sr(OH),, por lo cual, es probable que la ausencia de Sr(OH), se deba a la
baja solubilidad de éste.

Al igual que en el caso de Ca®" se observa la formacién de una especie dimérica
Sr,OH>" a bajas concentraciones de hidroxido. Nuevamente, es probable que el hidroxido
funcione como el puente entre los dos iones metalicos. El radio i6nico es mas grande que
el encontrado para el cation Ca*", ya que lleva a mayor dispersién de carga y menor
disminucion de la nucleofilia del hidroxido unido al metal, esto contribuye a que la

constante de formacion del complejo sea mas elevada.

El Sr* es un 4cido de Lewis débil que desplaza la mayoria de hidroxo especies a
valores de pH >16. Este pH es inalcanzable en agua y corresponde a un pH

moderadamente alcalino en DMSO 90% (Figura 5.3).
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Figura 5.3 Distribucion de hidroxocomplejos de Sr* como funcion de pH calculada para
1 mM del metal.

5.1.4. Resumen y conclusiones de titulaciones potenciométricas

Al cambiar de medio, las constantes de acidez de monohidroxocomplejos de los
metales alcalinotérreos han crecido en promedio un orden de magnitud. Por otro lado las
constantes de formacién de hidroxocomplejos aumentaron de una manera significativa.
Para ver este efecto, se calcularon los valores de constantes de formaciéon a una
concentracion de agua constante e igual a 1.

M (OH)*™] M (OH [H'? K

_ _ — 5.1
T IM*T[OH T [M*TK} K} G-

Kres la constante de formacion de la especie de interés y Ky, es la constante de
formacion de la especie M,(OH),>*?¥ obtenida de los datos experimentales mediante un

ajuste con Hyperquad2000 (tablas 5.1-5.3).
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A partir de los valores de las Tablas 5.1-5.3 y la ecuacion 5.1, y empleando el
valor promedio de log K, igual a -21.7+ 0.3, se obtienen las constantes de formacion de

la Tabla 5.4.

Tabla 5.4 Constantes de formacion de hidroxocomplejos de metales alcalinotérreos en
DMSO 90 %

Especies Log K¢ (M*"=Mg™) Log K¢ (M*"=Ca") Log K¢ (M~ = Sr™)
M,OH’" - 14 12.1

MOH" 10.54 10.3 7.15
M(OH), 21.49 17.99 -
M,(OH)s 50.84 43 34.19
M(OH)5" 25.38 - 18.06

Al comparar esta tabla con la Tabla 2.5, se observa que las constantes de
formacion de los hidroxocomplejos han aumentado mas de 7 ordenes de magnitud,
principalmente debido a la desestabilizacion del ion hidroxido. Los valores de las
constantes disminuyen de Mg *" a Sr*". A diferencia del agua, en DMSO 90% existen
complejos aniodnicos con 3 OH™ coordinados a un metal y se tiene la formacion de
complejos diméricos. Las especies neutras poco solubles en agua, tales como Mg(OH), y
Ca(OH); presentan alto grado de solubilidad en la mezcla de disolventes, por otro lado, el

dihidroxido de Sr**, con buena solubilidad en agua, es poco soluble en DMSO 90 %.

El pH del medio donde existen los monohidroxocomplejos corresponde a un
medio neutro en el caso de Mg®" y Ca®", y débilmente alcalino en el caso de Sr*". Por lo
que al cambiar de disolvente, se tienen especies activas de metales biologicos Ca™ y

2+ . 1 ;.
Mg~ en medio neutro o débilmente basico.

(Podria tener esto tener alguna utilidad bioloégica? Si se supone que en el interior
de la enzima no se encuentra un medio acuoso, sino un medio con constante dieléctrica
mas baja que esta en equilibrio con agua. A pH neutro en agua se observaria un pH
cercano a 12 (si el interior se comporta igual que DMSO 90%) en el interior de la enzima.

e, . . 2+ 2+ .
A este pH existirian los complejos activos de Mg~ o Ca” en altas concentraciones dentro
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del sitio activo de la enzima, mientras que el derredor se encuentra saturado de agua, por
lo que los metales existirian como iones libres. De tal forma que es posible considerar
que la formacion eficiente de especies activas en la naturaleza depende de una ligera
variacion en las propiedades del medio, con ello se evita plantear mecanismos de
reaccion demasiado elaborados. Esta hipdtesis necesita futuras corroboraciones, las
cuales pueden ser abordadas por calculos de quimica tedrica, pero estas demostraciones

irian mas alla de lo que abarca el presente trabajo.

En el caso del ion Mg*", el monohidroxocomplejo dismuta para dar el
dihidroxocomplejo. Este fendmeno es dificil de explicar. Probablemente se deba a la alta
densidad de carga sobre el anion y a la gran desestabilizacion del hidroxido, lo que hace
mas favorable la existencia de una especie neutra que de un par cation y anion. Para los
dos restantes iones mas grandes y con carga mas dispersa existen especies M,OH’". Es
probable que Mg>" sea incapaz de formar este tipo de especies debido a la fuerte
desactivacion de hidréxido, ya que no es capaz de formar un puente entre dos iones
metalicos. Al comparar los valores de constantes de formacion, se tiene la impresion de
que el ion Ca®* se comporta de una manera analoga a la del Mg*", ya que los constantes
de formacion del monohidroxocomplejo son muy cercanas. Probablemente es un efecto
aparente, ya que posiblemente la constante de formacién del monohidroxocomplejo de
Mg®" sea més baja de la que podria esperarse. En general, el comportamiento del ion Ca**

ocupa un lugar intermedio entre los otros dos iones metalicos.
5.2 Titulaciones conductimétricas

La dispersion de datos observada en el caso de titulaciones potenciométricas y
diferencia de especies observadas en DMSO 90% y agua nos obliga a buscar otros

métodos de caracterizacion del sistema. Uno de estos métodos fue la conductimetria.

Las mediciones conductimétricas son mas sensibles al grado de la no idealidad del
medio que los valores obtenidos por potenciometria. Por otro lado, en este caso la

medicion es afectada en menor grado por el comportamiento del electrodo, ya que lo
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unico importante es la concentracion y mobilidad de los iones presentes en la disolucion.
Las especies ionicas ocupadas en el experimento fueron caracterizadas en base a su
conductividad molar a partir de mediciones presentadas en la figura 54A, y a la
conductividad molar limite, para ello es necesario emplear la expresion de la ley de

Kohlrauch del capitulo 4.

—=—SK(CIO)),
—e—Ca(ClO),
Mg(CIO,),
—v—Bu,NOH
Bu,N(CIO,),
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- T T T T T T T T T T
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B
Figura 5.4 A Dependencia de la conductividad medida en la concentracion de electrolito.

B. Conductividades molares en coordenadas de la ecuacion 4.7.
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Tabla 5.5. Parametros conductimétricos de las sales de metales alcalinotérreos, base y

electrolito de soporte en DMSO 90 % v/v.

Especie Ao, S cm’mol’! A, S cm mol™"”
Bus,NOH 35.6 84.14
BusNCIO4 23.44 16.84
Mg(ClOs4), 63.34 78.46775
Ca(ClO4), 66.39 227.68775
Sr(Cl04)» 81.49 188.95782

La conductividad molar limite de las sales de metales alcalinotérreos aumenta
conforme aumenta el radio metalico. La conductividad molar limite para los electrolitos
2:1 es aproximadamente 2 veces mas alta que para los electrolitos 1:1. Como se puede
ver de la figura 5.4A, en el intervalo de concentraciones seleccionadas el valor de la
pendiente practicamente no cambia, lo que nos permite considerar la relacion lineal entre
la concentracion de la especie y su conductividad. Para futuros célculos se puede
considerar que la conductividad de los electrolitos cambia de manera lineal con respecto

a la raiz cuadrada de la concentracion, cuando ésta es menor de 5 mM.

Las titulaciones conductimétricas de sales de metales alcalinotérreos con
hidroxido de tetra(n-butil)amonio no dieron mucha informacion aparte de un minimo
pronunciado en todos los casos. Se puede observar que los minimos de conductividad se
presentan en la relacion M:OH 1:2 para Mg®" (Figura 5.5) y Ca®" (Figura 5.6) y 1:2.5 para
Sr**(Figura 5.7). Estos datos correlacionan con los datos de titulacion de los metales

alcalinotérreos, sobre todo con la ausencia de la particula soluble Sr(OH), en disolucion.
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Figura 5.5 Titulacion conductimétrica de una solucion 2 mM de Mg(ClO4), con

BusNOH en DMSO 90%
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Figura 5.7 Titulacion conductimétrica de 1 mM de Sr(ClO4); con BuyNOH en DMSO
90% en funcion de concentracion de BuuNOH y el nimero de equivalentes de base

anadidos.

El siguiente analisis de los datos es cualitativo y solo puede indicar la presencia o
ausencia de otras particulas y no de sus concentraciones o constantes de formacion.
Después del minimo, las pendientes obtenidas a partir de los ajustes lineales de los datos
experimentales son menores a las esperadas para el simple aumento de la concentracion
de hidroxido libre, lo que indica la formacion de otras especies cargadas, probablemente
M(OH);™ encontradas en titulaciones potenciométricas.

Las pendientes de los ajustes antes del minimo son muy bajas comparandolas con
el cambio de conductividad como funcioén de concentracion de metales alcalinotérreos. Al
llevar a cabo la titulacion se forma una nueva sal; BuyNClO4, por lo que el cambio de
conductividad (y) puede ser atribuida a la disminucion de la concentracion de la especie
M(Cl1Os),, al aumento de la concentracion de la especie BuyNCIO4 y a la aparicion de
diferentes complejos metalicos de estequiometria desconocida My(OH),,™™™, de tal forma

que la conductividad total puede ser calculada a partir de la formula 5.2.

p ﬂ“M(ClO4)2 ([M (Cloy), ]o -1/ 2[3 u, N OH]) + /13“4N(Czo4) [B“4N CZO4] + Zﬂ“[M nOHmZHQ]
1000

(5.2)
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Ax corresponde a la conductividad molar de especies correspondientes y 1000 es el

factor de correccion
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Figura 5.8. Conductividad residual calculada a partir de la formula 5.2 para la titulacion
de 2 mM de Mg®" con BuyNOH y la conductividad molar asociada a las particulas

formadas durante la titulacion antes del punto de equivalencia.

De esta manera se puede estimar la conductividad residual de las particulas antes
del minimo de la titulacién. En el caso de Mg*" (Figura 5.8) la conductividad asociada a
las especies presentes al inicio de la titulacion, calculada de esta manera, indica una
especie con la conductividad igual a 2.92 puS, lo que es muy bajo para una especie con
carga negativa. El célculo de la conductividad molar como funcién del cuadrado de la
concentracion de especies formadas indica una especie con Ao igual a 16 S cm’mol™.
Este valor podria indicar la presencia de una particula con carga 1+ en presencia de
particulas neutrales. Este resultado comprueba los datos potenciométricos, indicando que

a concentraciones de base bajas, la particula formada es MgOH' que dismuta a Mg(OH),.

y Mg2+‘
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Figura 5.9. Conductividad residual calculada a partir de formula 5.2 para la titulacion de
una solucién 1 mM de Ca** con BuyNOH y conductividad molar asociada a las particulas

formadas durante la titulacion antes del punto de equivalencia.

El mismo analisis hecho con Ca*" (Figura 5.9) presenta un crecimiento de la
conductividad muy rapido, asociado a las especies desconocidas cuando la concentracion
de hidréxido es 0.0005 M (la mitad de la concentracion del metal presente), después se
observa saturacion correspondiente a una especie de conductividad baja (formacién
simultinea de CaOH" y Ca(OH),) y el posterior crecimiento de conductividad que puede
ser atribuido a la presencia de OH™ libre y a otras especies anidnicas. El analisis de la
conductividad molar a dilucién infinita sefiala un valor elevado (120 S/mol), que podria

. . ., . . . . 3+
ser una indicacion de la existencia de especies con carga elevada tipo Ca,OH™".
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Figura 5.10. Conductividad residual calculada a partir de la formula 5.1 para la

titulacion de una solucién 1 mM de Sr** con BusNOH

El mismo tratamiento en el caso de Sr** (Figura 5.10) sefiala la formacién de una
especie con conductividad a dilucion infinita igual a 75 S/mol, que podria indicar una
especie con carga 2 o una mezcla de particulas con cargas 3 y 1. El minimo pronunciado

en 2.5 equivalentes de hidroxido sefiala la ausencia de la particula Sr(OH),.

La conductimetria comprueba la formacion de especies neutras solubles en
DMSO 90 % con alto valor de constante de formacion. Los metales alcalinotérreos Ca>"
y Sr** tienden a formar pares ionicos a concentraciones de la sal mayores de 5 mM. Esta
tendencia es menor en el caso de Mg®", BuuNOH y la sal BuyNCIO,. Por evidencias
indirectas, existen especies M(OH),>™ (donde n>2) a altas concentraciones de hidroxido.

Por otra parte, cuando las concentraciones de hidroxido son bajas (menores que la mitad
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.y 2+ . .
de la concentracion de metal), en el caso de Ca™ y Sr” existen las especies con carga

elevada, tales como M,OH* 0 M;0H>".

5.3 Estimacion de la constante de union al sustrato por RMN

Para que la reaccion ocurra es necesario que la especie activa se una al sustrato. La
constante de union entre el compuesto anidnico (sustrato) y cationico (catalizador) va a
depender del medio; solvatacion de componentes, permeatividad eléctrica, fuerza ionica.
Nuestra primera aproximacion al mecanismo de actividad de hidroxocomplejos de

metales alcalinotérreos se presenta en la figura 5.11

I<OH K kcat
MY +OH — > T >
<~— MOH + S /—> MOHS —> Producto

Figura 5.11 Probable mecanismo de reaccion.

La formacion de un complejo catalizador-sustrato lleva a la saturacion tipo
Michaelis —Menten de la rapidez de la reaccion. Por otra parte, se estima que la
velocidad de reaccion esté relacionada con la fuerza de union del catalizador al estado de
transicion y es inversamente proporcional a la constante de equilibrio entre el catalizador

y el sustrato en el estado basal (ecuacion 5.3),

velocidad =k, [S]= k., [MOHS] = k,, K |[MOH" [S]= k., K o, K s[M* JOH]5]

(5.3)

Donde kops €s la constante observada de primer orden, ke es la constante
catalitica de primer orden correspondiente a la reaccion realizada por el complejo activo
MOHS, K el la constante de formacion del complejo activo MOHS, Kop corresponde a
la formacion de MOH" y k; es la constante catalitica de segundo orden para la reaccion

llevada a cabo con el sustrato libre y el hidroxido del metal.
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Es necesario estimar el valor de la constante de union del metal al sustrato. La
constante no puede ser medida directamente debido a la hidrdlisis del sustrato. Para
estimar este valor se utilizaron las sales de los metales (los cuales tienden a unirse mas
fuertemente a un sustrato cargado ya que poseen mayor densidad de carga). Como
sustrato fue elegido el fosfodiéster BNPP, que tiene la constante de hidrolisis baja, es
soluble en agua y DMSO 90% y es facil de seguir por el cambio en desplazamientos de

sefial de *'P.

El cambio del desplazamiento depende de la concentracion del ion metélico,
presentando a altas concentraciones una saturacion tipo Michaelis-Menten. El cambio en

el desplazamiento quimico (desplazamiento relativo) fue ajustado a la ecuacion 5.4

o

= 5.4
T4 Ky M| CY

donde Ad es el cambio en desplazamiento, diy¢ €s el cambio en desplazamiento de la sefial
a concentracion de metal infinita y Kys es la constante de formacion del complejo metal
— sustrato.

Las titulaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente (20°C). Los
experimentos en agua deuterada se realizaron utilizando una soluciéon 10 mM de BNPP
(sal de sodio) en el caso de Mg”" y Sr**. En el caso de Ca®" se observo un precipitado y
solo fue posible medir el desplazamiento en dos puntos. Los experimentos en DMSO-dg
/D20 90/10 % se realizaron con la solucion de BNPP 10 mM en cada caso, mientras que
la concentracion del ion metalico variaba. Las mediciones se llevaron a cabo mediante la
resonancia de °'P utilizando H;PO; como estandar. Se informan cambios en
desplazamiento de la banda de fosforo de BNPP puro correspondiente a —10.4948 ppm.

Los resultados de ambas titulaciones se presentan en la tabla 5.6
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Tabla 5.6 Desplazamientos relativos de la banda de fosforo en RMN *'P correspondiente
a 10 mM de BNPP, en agua y DMSO 90% deuterados como funcién de la concentracion
de percloratos de metales alcalinotérreos

AGUA DMSO 90%
[M2+], M Mg2+ CaZ ST [M2+], M Mg2+ CaZ S2T
0 0 0 0 0 0 0 0
0.05 -0.0429 | -0.0858 0 0.005 -0.061
0.1 -0.0858 - -0.04632 0.01 -0.086 | -0.176 | -0.368
0.3 -0.2573 | -0.2141 | -0.13242 0.02 -0.232 | -0.69 | -0.398
0.5 -0.3859 - -0.21077 0.03 -0.237 | -0.866 | -0.483
Kus, M' | 0.4544 | 7.81242 | 0.2534 0.04 -0.413 | -1.057 | -0.564
Adinr | -2.09584 | -0.30545 | -1.87419 0.06 -0.378 | -1.238 | -0.639
Kws, M' | 183 | 2436 | 37.3
Adin -0.78 | -2.09 | -0.93

Las constantes de formacion de los complejos metal-sustrato y el desplazamiento

maximo de la banda de fosforo fueron calculados a partir de ajustes a la ecuacion 5.4,

como se observa en la Figura 5.12.
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Figura 5.12 Formacion de los complejos MBNPP' a partir de la saturacion del
desplazamiento de la sefial en la titulacién por RMN *'P en agua deuterada (A) y en
DMSO-ds 90 % (B). En ambos casos los cuadrados negros corresponden a Mg”", circulos
a Ca®"y triangulos a Sr*’. Las lineas negras corresponden a los ajustes de los resultados
experimentales a la ecuacion del tipo Michaelis — Menten.
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La constante de formacion del complejo de Ca** en agua presenté un valor alto:
7.81 M. Sin embargo, este resultado no es confiable debido a la distorsion de resultados
por precipitacion de la sal neutra. Es probable, que el valor de la constante de formacion

del complejo para Ca>" tome una posicién intermedia entre Mg*" y Sr*"

El valor del cambio del desplazamiento méaximo en agua se incrementa al
aumentar la constante de formacion de los complejos. Sin embargo, al pasar a DMSO
aunque la constante de union aumenta, el cambio de desplazamiento maximo disminuye.
No existe una explicacion simple para esto. Probablemente en DMSO el metal se une al
sustrato mediante un puente de disolvente y no directamente, lo que afecta el cambio en

el desplazamiento de la sefial.

El valor absoluto de la constante de formacion de los complejos metal-sustrato
aumenta al cambiar del agua a DMSO 90% y el orden en el incremento de este valor se
invierta. Probablemente esto se deba al cambio en las esferas de solvatacion de los
metales. El efecto catalitico infligido por el cambio de la constante de union del metal-
sustrato puede ser menor de 40 veces para el ion Mg®" y 150 veces para el ion Sr*". Es
probable que el efecto para el ion Ca’" tome un valor intermedio. La unién del
hidroxocomplejo metalico al sustrato probablemente sea mas débil que para el cation

metalico libre.

Ya que en experimentos cinéticos se estin empleando concentraciones
milimolares de metal y micromolares del sustrato, la union catalizador—sustrato puede ser
despreciada y en los experimentos posteriores no se esperan saturaciones de tipo

Michaelis-Menten.
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Capitulo 6

Hidrolisis basica de los sustratos

Nuestro grupo de trabajo ha determinado la actividad catalitica de
hidroxocomplejos de metales alcalinotérreos en agua a 70°C y en DMSO 90 % a 25°C.
En el presente trabajo se ha decidido llevar a cabo todos los experimentos a 37°C debido
a que la solubilidad de los hidroxocomplejos en estas condiciones es mayor y la
viscosidad del medio es menor a la presentada a temperatura ambiente, lo que facilita el
monitoreo de la hidrolisis. El uso de temperaturas debajo de 70°C disminuye el error
experimental por evaporacion de disolvente. Por otro lado, a 37°C se encuentra el cuerpo
humano, donde ocurren las reacciones bioquimicas que estamos tratando de simular. La
medicion de la hidrélisis acuosa de los sustratos fue necesaria sobre todo para comparar
los valores obtenidos con los valores informados en la literatura, ademas de que se tiene
un punto de referencia que corroboraria que el sistema seleccionado funciona
correctamente y no esta contaminado por algin tipo de compuestos que actuen como

catalizadores.

6.1 Hidrolisis de ésteres fosfato en agua.

La hidrolisis basica de ésteres fosfato BNPP, HpNPP y PNPDPP (Figura 2.4) se
estudio en agua a 37°C. Para cada sustrato se vario la concentracion de la base (NaOH en
el caso de BNPP y BusuNOH en el caso de HpNPP y PNPDPP), mientras que la
concentracion del sustrato se mantuvo constante. La velocidad de la reaccion se calcul6 a
partir del ajuste lineal a velocidades iniciales (Ecuacion 4.1) para el BNPP, mientras que
para los otros dos sustratos se ajustd a la ecuacion de la velocidad integral de primer
orden (Ecuacion 4.2). E1 PNPDPP no es soluble en agua, por lo cual fue necesario utilizar
10 % en volumen de CH3;CN para llevar a cabo la reaccion. Los resultados

experimentales son los siguientes.
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Tabla 6.1. Resultados de la hidrolisis acuosa de ésteres fosfato.

BNPP HpNPP PNPDPP

OH,M | ko s’ OH,M Kkgss'  OH,M Kkepss'
0.005 |8.11x10®% 0.001 2.1x10* 0.001 6.9x10™
0.01 |3.16x107 0.003 2.8x10* 0.002 1.74x10°
0.02 |6.59x107 0.005 4.3x10* 0.003 2.58x107
0.03 [9.81x107 0.007 6.6x10% 0.004 2.87x107
0.04 |1.46x10° 001  9.6x10* 0.005 3.73x10°
0.05 |1.83x10°% 0.015 1.54x10° 0.006 3.58x10°
0.06 |223x10% 002 1.97x10°
0.07 |2.47x10°

En todos los casos la constante de la velocidad de hidrolisis alcalina koy (M™'s™)
se calculd a partir de la relacion lineal entre Kops (s'l) y la concentracion de hidroxido

presente en cada experimento (Figura 6.1)
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Figura 6.1 Hidrolisis alcalina de los sustratos en agua a 37 °C: BNPP (cuadrados),
HPNPP (circulos) y PNPDPP (triangulos)
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Para el BNPP la constante de la hidrélisis alcalina fue de 3.76+0.09x10° M's™.
De los datos de la literatura en agua a 35°C koy=2.4x 10° Mgt 67

El sustrato HpNPP presenta la constante del segundo orden igual a 0.099+0.004
M's™. El valor de literatura a 25°C es de 0.0672 M's™ ©, 1o que correlaciona bastante
bien con los resultados obtenidos. Como podemos observar, la apariciéon del grupo 2-
hidroxo en HpNPP lleva a un aumento en la reactividad de 100 veces comparado con

BNPP, sustrato con el cual tienen el mismo grupo saliente (p-nitrofenolato).

La constante de la hidrolisis alcalina del triéster fosfato fue de 1.22+0.07 M''s™
que es mas de lo que se esperaria, ya que el valor de literatura es de 0.35 M's™ a 25°C,"
aunque las condiciones de reaccion en este caso también difieren de las informadas en la

literatura.

Las constantes observadas en todos los casos resultaron ser cercanas a los valores
de la literatura. Esto indica que los sustratos obtenidos no presentan ninguna impureza
que afectaria la reaccion. Todos los sustratos comparten el mismo grupo saliente (el
nitrofenolato), que contribuye en el mismo grado a la velocidad de hidrolisis de los
sustratos. Sin embargo, el mecanismo de la hidrolisis en los tres casos es diferente. Para
el BNPP y PNPDPP el mecanismo incluye un ataque nucleofilico al fosforo. Sin
embargo, la carga negativa sobre el fosfato en el caso de BNPP hace que este sustrato se
hidrolice 10* veces mas lento que el triéster. Por otra parte, el HpNPP se hidroliza
mediante un ataque intramolecular del 2-hidroxilo desprotonado por la base. El nucleéfilo
interno permite elevar la rapidez de la reaccién casi 10° veces en comparacion con el

sustrato mas inactivo, que es el BNPP.
6.2. Hidrolisis de ésteres fosfato a concentraciones de DMSO variables
Los tres sustratos modelo aumentan su velocidad de reaccion al cambiar el medio

de agua desionizada a las mezclas de DMSO-agua. Esto se debe principalmente a la

desestabilizacion de los reactivos (el ion hidréxido y en el caso de los diésteres el
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sustrato). También se ha encontrado, que para un buen grupo saliente, tal como el
nitrofenolato, la dispersion de la carga sobre el oxigeno cargado en mono y diésteres
fosfato lleva a la elongacion del enlace P-O del grupo saliente, facilitando de esta manera
su salida.® Por otra parte, el ataque directo sobre el fosforo en el caso de BNPP se
vuelve menos favorable en DMSO vs. H,O debido al aumento de la repulsion entre
cargas iguales. Por lo tanto, es probable que en este caso el efecto acelerador del
disolvente estarda compensado con la incrementada dificultad de realizar un ataque
nucleofilico. Para los sustratos HpNPP y PNPDPP este efecto no existe ya que el ataque
para el primero no es directo, y el segundo no posee ninguna carga negativa para proteger
el enlace. Para diésteres fosfato las constantes de segundo orden calculadas a partir de las
constantes observadas correspondientes y las concentraciones conocidas de las bases se

presentan en la tabla 6.2

Tabla 6.2 Efecto de DMSO sobre la cinética de la hidrolisis de BNPP en presencia de
0.075 M BusNOH y HpNPP con 0.001 M de BuuNOH

Fraccion volumen DMSO | fraccion mol | BNPP, &, Mgt HpNPP, k, M s
0 0 37107 0.21
0.1 0.02733 2.61x10° 0.1
0.2 0.05947 2.03x10° 0.09
0.3 0.0978 1.88x107° 0.14
0.4 0.14429 1.67x107 0.11
0.5 0.20187 1.54x107 0.13
0.6 0.27504 1.21x107° 0.2
0.7 0.37113 1.78x107 0.36
0.8 0.50291 2.15%x107° 0.34
0.85 0.58902 3.67x107 0.68
0.87 0.62862 4.78x107 2.03
0.9 0.69478 7.95x107 3.37
0.92 0.74415 1.22x10™ 6.75
0.94 0.79849 1.88x10™ 13.17
0.95 0.82775 14.87
0.96 0.85856 3.05x10™ 30
0.97 0.89104 53.76
0.98 0.92534 63.96

Las graficas de las constates de segundo orden en coordenadas de la fraccion

volumen y fraccion mol de DMSO revelan un crecimiento brusco en la constante
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catalitica a partir de 80 % v/v del disolvente para ambos sustratos (Figura 6.2 y 6.3). Sin
embargo, en coordenadas de fraccion mol, observamos que esta concentracion
corresponde aproximadamente a 50 % de DMSO y que la constante catalitica en ambos
casos empieza a aumentar de manera logaritmica en funcion de la fraccion mol del
disolvente. Es probable que esto se deba a la activacion del hidroxido, atribuida
posiblemente a la pérdida de los enlaces de hidrégeno que éste forma con el agua

presente en el disolvente.
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Figura 6.2 Hidrolisis de BNPP como funcion de % v/v de DMSO y fraccion mol del
disolvente.
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Figura 6.3 Hidrolisis de HpNPP como funcion de % v/v de DMSO y fraccion mol del
disolvente.

Los tres sustratos se hidrolizan mejor en DMSO acuoso que en agua. La
concentracion de DMSO 90 % v/v fue elegida para futuros estudios como un valor
intermedio donde se observa buena solubilidad de los hidroxidos metalicos, ademas de
que los cationes ya estdn practicamente deshidratados. Esta concentracion de agua
corresponde a un valor de DMSO “saturado” con agua, por lo cual es mas facil conservar
los disolventes stock con la concentracion de agua requerida, ya que en este caso el
disolvente deja de absorber el agua del aire y asi su composicion se mantiene controlada

por un tiempo prolongado.

El estudio detallado de la hidrélisis de PNPDPP no se llevo a cabo debido a baja
solubilidad del sustrato a altas concentraciones de agua. En la literatura se informa el
efecto de DMSO para la hidrolisis de diferentes esteres fosfato — paraxon y paration,
presentando la misma forma de dependencia de velocidad de reaccion en funcion de la
concentracion de DMSO que BNPP.“? Las constantes de la hidrolisis basica en DMSO
90% se han utilizado como puntos de referencia para futuros estudios, y se han estudiado

con mayor detalle.

Tabla 6.3 Hidrolisis basica de 0.00002 M de PNPDPP en DMSO acuoso 90 % v/v.
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Figura 6.4 Hidrolisis basica de 0.02 mM PNPDPP en DMSO acuoso 90 % v/v.

El resultado del ajuste lineal en este caso es la constante de velocidad de segundo
orden 22.8 M s™. Esto quiere decir que el aumento total de la velocidad de la reaccion
es de 20 veces en comparacion con agua. En el caso de BNPP este aumento es de 4 veces
y para HpNPP de 30 veces. El efecto mas bajo para BNPP probablemente se deba a la
mayor contribucion de la repulsion entre cargas similares de los reactivos en el medio

organico.

Es probable, que el efecto de disolvente puede ser menor en el caso de otros
sustratos con peores grupos salientes, tales como DPP o dimetilfosfato. * En este caso,
la seleccion de sustratos con el mismo grupo saliente nos permitio restringir la cantidad
de parametros que afectan a la constante de velocidad de la hidrolisis, ya que la salida de
nitrofenolato en todos los casos se rige por los mismos parametros de la reaccion y por lo
tanto el efecto de grupo saliente puede no tomarse en consideracion en los estudios

comparativos de los tres sustratos.
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Capitulo 7.

Hidrolisis catalitica de los sustratos en agua

Se estudio a fondo el efecto catalitico de metales alcalinotérreos sobre los
sustratos en agua. Los experimentos se llevaron a cabo a diferentes temperaturas. En
estos casos las constantes de autoionizacion de agua y de formacion de especies activas
varian. Para calcular correctamente las constantes cataliticas asociadas a cada
hidroxocomplejo, es necesario conocer las constantes de formacion de éstos para cada
temperatura a la que se efectud la reaccion. Como referencia, se tomaron los valores de

.y , . 4 . . (20)
constantes de formacion y parametros termodinamicos de la literatura™™ y se calcularon

las constantes de interés a las temperaturas empleadas (Tabla 7.1).

Tabla 7.1. Valores calculados de constantes de autoionizacion de agua y de formacion de
monohidroxocomplejos metalicos a las temperaturas empleadas en los experimentos
cinéticos. El renglon a 25°C representa valores experimentales de la literatura. %

T°C Log Ky Kwmgon+ Kcaon+ Ksron+
17 -14.05 437.05 18.18 5.96
25 -13.78 380.18 19.95 6.31
27 -13.71 367.59 20.40 6.39
31 -13.58 344.10 21.32 6.56
37 -13.39 312.64 22.73 6.82
42 -13.24 289.44 23.93 7.03
45 -13.15 276.68 24.66 7.16
47 -13.09 268.61 25.15 7.25
54 -12.90 242.87 26.89 7.55

En las reacciones estudiadas se han calculado las constantes observadas de primer
orden a partir de las ecuaciones cinéticas correspondientes (Ecuaciones 4.1 y 4.2). En el
caso de reacciones con Mg®" para prevenir la precipitacion del hidréxido del metal
insoluble se utiliz6 pH constante, fijado con una disolucion amortiguadora de TRIS. En
este caso a partir de los valores de pH medidos y la constante de autoionizacion del agua
se determiné la concentracion de OH libre. En el caso de Mg®" la concentracion de la
especie activa MOH' se obtuvo a partir de las constantes de formacion correspondientes,

utilizando la ecuacion 7.1.
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[M]T X [OH_ ]X KMOH

[vor |- 1+[OH]* Ky,

(7.1)

La constante catalitica de interés es la pendiente en la relacion lineal entre los
valores de las constantes observadas en funcion de la concentracion de [MOH']. En el
caso de las reacciones de Ca*" y Sr** donde se adiciona la concentracion conocida de la
base a una concentraciéon conocida del metal, se conocen sélo las concentraciones totales
de los reactivos. Sin embargo, la concentracion de la especie presente en el exceso puede
considerarse igual a su concentracion libre. En este caso, a partir de la constante
observada y las concentraciones correspondientes del metal e hidroxido totales, se
obtiene una constante de tercer orden k3. A partir de €sta se genera una constante

catalitica de segundo orden, de acuerdo a la expresion 7.2.

1+|0H |, xK 0,

(7.2)

KMOH

Donde [OH']r es la concentracion total de la especie en exceso. En algunos
experimentos se utiliza un exceso del ion metélico sobre el hidroxido. En estos casos se
aplica la misma ecuacion, donde [OH']r esta sustituida por [M2+]T. Las constantes
cataliticas calculadas se promedian y de esta manera se informan para todas los sistemas

al final del capitulo.

7.1 Hidrolisis de BNPP
7.1.1 Hidrélisis en presencia de iones Mg""

El dihidroxocomplejo Mg(OH), tiene muy baja solubilidad en agua (Tabla 2.4),
forma geles a pH>10, lo que dificulta el trabajo con este metal. Descubrimos que la
presencia de TRIS a partir de 0.01 M es suficiente para prevenir su precipitacion y asi

llevar a cabo la reaccion. Esto nos permiti6 trabajar en el intervalo de pH de 8.5 a 10.5,
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con un rango amplio de concentraciones de Mg”". El pH del buffer se ajustaba con el

acido perclorico.

El pH de las muestras se midid al inicio de la reaccion a temperatura ambiente
(20°C) y después la temperatura de las celdas con disolucion fue llevada a 37°C. El
cambio de la constante de disociacion de agua se estimaba a partir de los datos en la tabla
7.1. El cambio de pH debido a la disociacion de TRIS fue determinado a partir de una
curva empirica (Figura 7.1), donde una concentracion igual de buffer fue neutralizada con
HCI1O4 a 20°C y a 37°C, obteniendo asi una relacion lineal 1til entre los valores de pH a
estas dos temperaturas (Ecuacion 7.3).

pH 4o =1.16x pH,, —1.72 (7.3)

10.5
10.0 4
9.5 4
9.0 4
8.5

8.0 1

pHTRIS37C

7.5

7.0

6.5

6.0 T T T T T T T T
70 75 80 85 90 95 100 105

pH TRIS 20 C

Figura 7.1 La relacion empirica entre el pH de TRIS 0.05 M a 20y 37 °C.

El TRIS forma complejos débiles con los metales alcalinotérreos (el logaritmo de
la constante de formacion oscila entre 1 y 2). ¥ Sin embargo, en el caso de Mg”" la
concentracion de los complejos metal-ligante se estim6 en menos de 10% de la
concentracion total del metal, por lo que fue despreciada, ya que se considerd que este

tratamiento de datos no afectaba de manera significativa la formacién de MgOH .
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Para la hidrélisis de BNPP se utilizaron disoluciones de buffer 0.08 M y las
concentraciones de metal se variaron en el intervalo de 0-0.06 M. El experimento se llevo

a cabo en 4 disoluciones con pH diferente: 9.3, 9.5, 9.7 y 9.9 (20°C). (Tabla 7.2)

Tabla 7.2 Resultados experimentales de la hidrolisis de BNPP 0.5 mM en presencia de
0.08 M de TRIS a 4 pH diferentes y la concentracion de Mg(ClOy4), variable a 37°C.

[Mg2+], M kobs S_l kobs S_l kobs S_l kobs S_l

pH 9.3 pH 9.5 pH 9.7 pH 9.9
0.01 2.33x10” 4.01x10" 4.77x10"
0.02 3.92x107 5.18x107” 7.58x107"7
0.03 3.14x10” 4.97x10" -- 9.86x10”
0.04 4.94x10" 6.29%107 7.84x107 1.13x10°®
0.05 4.36%107 6.69%x10” 8.10x107 1.25%10°
0.06 5.20x107 7.84x107 1.02x10°° 1.62x10°

Para cada valor de pH se calculé la concentracion de [MOH'] correspondiente
(aqui se han omitido los pasos de célculo de pH a 37 °C con la formula 7.1, célculo de

concentracion de OH’ libre y calculo de la concentracion de especie catalitica con la

expresion 7.2).

Tabla 7.3. Resultados experimentales de la tabla 7.2 recalculados como funcion

de concentracion de [MgOH ] a partir de las ecuaciones 7.1y 7.2.

[MOH+]7 kobs S_l [MOHJr]v kobs S_l [MOH+]3 kobs S_l [MOH+]9 kobs S_l
pH 9.3 pH 9.3 pH 9.5 pH 9.5 pH 9.7 pH 9.7 pH 9.9 pH 9.9
1.39x10* - 2.54x10* | 2.32x107 | 5.78x10™ | 4.01x107 | 3.47x10* | 4.77x107
3.09x10 -- 5.49x10* | 3.91x107 | 0.00138 | 5.18x107 | 7.89x10* | 7.57x10”
4.64x10* | 3.14x107 | 8.03x10™" | 4.97x107 | 0.00197 -- 0.00125 9.86x107
6.02x10™ - 0.00107 | 6.28x107 | 0.00249 | 7.84x107 | 0.00162 | 1.13x10°
7.73x10* | 4.36x107 | 0.00137 | 6.69x107 | 0.00289 | 8.10x107 | 0.00202 1.25x10°
9.53x10* | 5.20x107 | 0.00169 | 7.84x107 | 0.00393 | 1.02x10° | 0.00237 1.62x10°

A partir de los datos de la tabla 7.3 se encontraron dependencias lineales de las

constantes observadas como una funcion de la concentracion de la especie activa. Estas
constantes son atribuidas al complejo acuoso de [MgOH']. Todas las constantes
observadas son funcion de [MgOH'] y por lo tanto independientes de la concentracion
del metal o de hidroxido. Al graficar todos los puntos obtenidos, se obtiene un valor final

dek, = (3.58+0.12)x10* M's™ que se va a considerar en futuras discusiones.
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Figura 7.2. Hidrolisis de BNPP en presencia de Mg>" y TRIS 0.08 M a 37°C. Constante
catalitica calculada para el experimento. Los cuadrados negros corresponden al pH 9.5,

circulos a pH 9.3, triangulos invertidos a 9.7 y triangulos simples a 9.9

. rye . . . 2+
7.1.2 Hidrolisis en presencia de iones Ca

Debido a que la constante de formacion de Ca(OH)" es muy baja, es necesario ir a
pH elevados para tener una concentracion considerable del catalizador. En el presente
estudio esto se ha logrado utilizando adiciones de NaOH puro de concentracion conocida.
Asi, la concentracién de [Ca’']r y [OH]r siempre se mantienen fijas y las constantes
cataliticas se determinan utilizando la ecuacion 7.2. Para comprobar que el orden de la
reaccion es 1 para el metal y el hidroxido, se llevaron a cabo dos experimentos diferentes.
En el primer caso se estudié la rapidez de la hidrolisis como funcién de [Ca*']r y en el
segundo caso como funcion de la base a concentracion de metal conocida. Los valores de
las constantes obtenidas fueron corregidos por la contribucion de la hidrélisis basica en
cada caso. Las dependencias lineales indicaron el orden 1 en cada reaccion, lo que
corrobora que la especie activa en este caso es CaOH". Los experimentos de Ca*" y Sr**

con BNPP se realizaron con fuerza idnica constante igual a 0.2 M, impuesta por LiClO4

Tabla 7.5. Hidrélisis de BNPP en presencia de iones Ca>" en agua a 37 °C, resultados de
ajustes a velocidades iniciales. En la reaccion con Ca(ClOy); variable : BNPP 1 mM,
NaOH 10 mM; en la reaccion de NaOH variable: BNPP 1 mM, Ca(ClO4), 5 mM
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-1

-1

Ca’", mM | kopss kops S -kon[OH] | NaOH , mM | fgps S Kobs 8™ -kou[OH]
0.001 |3.34x107 0 0.001 2.67x10° 0
0.005 |9.68x107 6.18x107’ 0.005 4.61x107 2.75%107"
0.01 1.67x10°° 1.32x10°° 0.01 1.06x10°° 6.89x107
0.02 2.04x10°° 1.69x10°® 0.02 2.14x10°° 1.40x10°°
0.03 6.05x10° 5.7x10°° 0.03 3.25x10°° 2.14x10°°
0.04 5.89x10° 5.54x10°° 0.05 5.15x10°° 3.29x10°°
0.05 9.78x10° 9.43x10° 0.075 7.07x10° 4.30x10°
o /l// 0.00005 o
0.000006 4 /// ]

té 0.000004 - /// ﬁm’ﬁ |
0.000002 i //- 0.00001 |
0.000000 4 //{/( 0.00000 o

- - - [Cab]v M‘ : - 0.00 0.01 O.FNZaOH]V(;./ICB 0.04 0.05

Figuras 7.3 Resultados de la tabla 7.5. Los ajustes lineales tienen pendientes iguales a
0.000101 M s para NaOH variable y 0.000164 M s™ para Ca®" variable

El valor de la constante catalitica de segundo orden se calcul6 con la ecuacion 7.2
utilizando la constante de formacion de la literatura. Para el caso de Ca®" variable, la
pendiente es la dependencia de las constantes de velocidad observadas como funcion de
metal fue de 1.64x10* M s™'. La constante de tercer orden obtenida al dividir el valor
anterior entre la concentracion de la base que se mantenia fija es de 1.64x102 M7 s”. La
constante catalitica de segundo orden es calculada con la ecuacion 7.2 y fue de 0.000882

a1
M s™.

Para el caso de NaOH variable se tiene: pendiente en ajuste a puntos iniciales
1.01x10™* M s, constante de tercer orden 2.02 x10% M? s y una constante final de
segundo orden, empleando para ello un ajuste tipo Michaelis- Menten (ecuaciéon 7.3), el
valor es de 0.000991 M s™. En las futuras discusiones se utilizé el valor promedio de

0.000936 M 5!
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7.1.3 Hidrélisis en presencia de iones Sr**

Se llevaron a cabo 2 tipos de experimentos con Sr** variable. Debido al alto valor
de pK, de Sr*", la especie STOH" se forma en concentraciones considerables s6lo a un pH
muy elevado. A las concentraciones de Sr** y OH™ empleadas en este trabajo la cantidad
de SrOH" formado todavia es pequefia, lo que indica una baja contribucién de Sr** a la
constante de la actividad. No es posible elevar estas concentraciones debido a la
formacioén de Sr(OH), insoluble a hidroxido y del metal mas concentrados. Para los
calculos de constantes de velocidad se utilizo el ajuste a las velocidades iniciales y los
valores de las constantes obtenidas fueron corregidos por la contribucion de la hidrolisis
basica. En el caso de OH" variable la contribucion de la hidrolisis basica consistia en mas
de 50 % del valor total observado, por lo cual estos datos no se utilizaron en el calculo de

la constante catalitica.

Tabla 7.6. Hidrolisis de BNPP en presencia de iones Sr*" en agua a 37 °C, resultados de
ajustes a velocidades iniciales. En la reaccion con Sr(ClOy), variable : BNPP 0.5 mM,
NaOH 10 mM; en la reaccion de NaOH variable: BNPP 0.5 mM, Sr(Cl04), 5 mM.

Sr** kops 8! kops 87 NaOH , Kops 8! kops 8" -kon[OH']
kon[OH'] mM

0 3.52x107 0 0.005 | 3.08x107 1.23x1077
0.005 | 8.68x107 | 4.98x107 0.01 1.18x10°° 8.11x107
0.02 | 1.81x10° | 1.44x10° 0.02 | 2.08x10° 1.34x10°®
0.03 1.93x10° | 1.56x10° 0.03 | 2.29x10° 1.18x10°®
0.04 | 2.47x10° | 2.11x10° 0.04 | 2.85x10° 1.37x10°®
0.06 | 3.53x10° | 3.16x10°
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Figuras 7.4 Resultados de la tabla 7.6 para Sr*" variable. El ajuste lineal tiene pendiente
igual a 5x10° M 5!

Para el caso del metal variable, la constante de segundo orden es 5.00x10° M's™.
Esto lleva a la constante de tercer orden igual a 5x10° M s”'y la constante catalitica en

este caso es igual a 7.83x10* M's™.
7.1.4 Energia de activacion de la reaccion de hidrolisis

Para entender mejor el efecto de los metales alcalinotérreos se determind la
energia de activacion de la reaccion de hidrolisis basica e hidrélisis en presencia de
metales. Para el hidroxido libre, Ca®" y Sr** se utilizaron 6 temperaturas diferentes con
las concentraciones totales de hidréxido y del metal conocidas y constantes calculadas a
partir de la tabla 7.1 y ecuacion 7.3. En el caso de Mg las velocidades de reaccion se
midieron en TRIS a 4 temperaturas diferentes, calculando la concentracion del hidréxido
libre a partir de la constante de disociacion de buffer. Para calcular la energia de

., o, ., 52
activacion se utilizé la ecuacion 7.4

Ea

k, = Ae & (7.4)

Para encontrar la energia de activacion de la hidrélisis de BNPP en presencia de
Mg2+ se utilizaron 4 temperaturas diferentes: 25, 31, 37, 42°C. En cada caso se realizaron

series a 5 pH diferentes con metal 0.05 M, TRIS 0.08M y BNPP 5x10* M. Los valores
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de pH fueron medidos a 20 °C y extrapolados a la temperatura de la reaccion
correspondiente. Para ésto se desarrollo la ecuacion empirica 7.5, que utilizo la ecuacion
de Henderson-Hasselbach, y los valores de las constantes de acidez conocidas a 37°C y

20°C.

0434E, 1 __1

1o
= pH,, +802(—-
R 7 20305 " Pl 80X

H. = pH,, +
PH = P T~ 293.15

) (7.5)

A partir de aqui se calculd la concentracion de hidréxido libre, utilizando las
constantes de disociacion de agua a la temperatura del experimento (datos en la Tabla
7.1). Las concentraciones de MgOH" se determinaron como se describe en el capitulo

7.1.1.

Tabla 7.7 Resultados de la medicion de la energia de activacion de BNPP hidrolizado por
Mg®* 0.05 M en TRIS 0.08 M a 4 temperaturas diferentes. Se presentan pH medidos a
20°C y las concentraciones calculadas de [MgOH'], omitiendo el calculo de pH

correspondiente a cada temperatura con la formula 7.5.

42°C 37°C
pH | [MgOH'] | Kobss' | pH | [MgOH'] | Kopss™"
9.69 | 1.87x107 [ 2.59x10° | 9.3 | 4.76x107 | 4.36x10”
9.49 | 1.18x10™ | 1.52x10° | 9.5 | 8.1x10” | 6.69x107
9.31 | 7.80x107 | 1.14x10° | 9.7 | 1.38x10™* | 8.10x10”’
9.19 | 5.92x107 | 8.11x107 | 9.9 | 2.36x10™* | 1.53x10°°
8.94 | 3.33x10” | 6.68x10”

31°C 25°C
pH [MgOH+] kobs S-l pH [MgOH+] kobs S-l
9.79 | 1.34x10™ | 6,06x107 | 9.85 | 1.10x10™ | 2.53x10”’
9.62 | 9.07x10” | 4,57x107 | 9.67 | 7.29x107 | 1.44x10”’
9.48 | 6.57x107 | 2,71x107 [ 9.52 | 5.16x10” | 1.00x10~’
934 | 4.76x107 | 2,73%x107" [ 9.39 | 3.82x10” | 5.45x107
9.03 | 2.33x107 [ 9,66x10% [ 9.16 | 2.25x107° | 9.59x10”

Se calcularon las constantes cataliticas de segundo orden en cada caso. La energia
de activacion se determiné a partir de estos valores, empleando la expresion 7.4 (Figura

7.5). Los resultados se presentan en la tabla 7.9.
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En el caso del resto de los sistemas, se ha llevado a cabo un estudio a 6
temperaturas diferentes: 17, 27, 37, 45, 47 y 54 °C con metal 10mM y NaOH 50 mM.
Las constantes cataliticas de segundo orden fueron calculadas en cada caso a partir de los
valores conocidos de las constantes de formacion de las especies activas y las
concentraciones totales del metal e hidroxido, considerando la concentracion de

hidroxido, que esta dada en exceso, igual a la concentracion de hidréxido libre constante.

Tabla 7.8 Resultados de la medicion de la hidrolisis de BNPP (constantes cataliticas de
segundo orden) con hidroxido, Ca* y Sr*" a 6 temperaturas diferentes con la
concentracion de hidroxido igual a 50 mM, metal 10 mM y BNPP 1 mM. Las constantes
cataliticas de segundo orden secalculadaron con la ecuacién 7.2

T°C kon Mgt Ca™ k, Mgt Sr' ko, M
17 2.45x10° 5.47x10™ 1.12x10™
27 9.21x10°° 0.0011 4.71x10*
37 2.88x107 0.0016 7.20x10™
45 6.02x107 0.003 0.00214
47 3.63x10™ 0.0076 0.00242
54 3.71x10™ 0.013 0.00545

In k2
[{e]
1

-10
211
212

-13

-14

T T T T T T T T T T T 1
0.0030 0.0031 0.0032 0.0033 0.0034 0.0035
uT, K"

Figura 7.5 Calculo de la energia de activacion para la hidrolisis basica (circulos) y
hidrélisis bésica catalizada con metales alcalinotérreos (cuadrados para Mg®", triangulos
hacia arriba para Ca®" y triangulos invertidos para Sr*") de BNPP.
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Tabla 7.9. Resultados energia de activacion.

Ea, kJ/mol In A
OH 101.6+8.81 29.08+3.46
Mg 71.1£3.06 22.75+1.2
Ca™ 69.8+3.4 21.31+1.34
St 77.6+£2.13 23.19+2.17

Los tres metales disminuyen la energia de activacion del BNPP con un valor muy
cercano entre si. Esto hace suponer que los tres llevan un mismo mecanismo de reaccion;
donde el ion metalico disminuye la energia de activacion de la reaccion debido a la

estabilizacion electrostatica del estado de transicion.

7.2 Hidrolisis de HPNPP

El sustrato HpNPP es mas reactivo que el BNPP, por lo cual, fue posible llevar a
cabo todas las reacciones a pH mas bajo, controlado por el buffer TRIS. En todos los
casos se utilizé buffer 0.05 M ajustado a diferente pH con HCIO4 a 20°C. El pH a 37°C

fue recalculado con la formula 7.1.

Se llevaron a cabo dos experimentos. En el primer caso se estudio la actividad
catalitica a pH constante y en el segundo caso el pH variaba a una concentracion dptima
del metal obtenida de los resultados del primer experimento. En ambos casos las
dependencias de las concentraciones de especies variables fueron lineales, lo que segun la

ley de Oswald indica la reaccion de primer orden con respecto al metal y al hidréxido.

Tabla 7.10. Resultados experimentales de hidrolisis acuosa de HpNPP con metales
alcalinotérreos a pH 10 (20°C), 0.05M de TRIS, 0.05 mM de HpNPP y concentraciones
de metal variables a 37°C

I

[M*], | [MgOH], Kobs S [CaOH'], Kops S [STOH'], Kops S
M M M M
0 0 1.03x10 0 1.17x10° 0 1.13x107
1BE-3 | 1.46x10% | 1.6x10* | 1.14x10° | 6.00x10° | 5.41x10° | 5.1x107
0.003 | 3.99x10* | 4.6x10* | 3.23x10° | 1.30x10™* | 4.95x10° | 1.87x10™
0.005 | 6.98x10% | 6.0x10% | 4.53x10° | 1.90x10* | 5.26x10° | 1.53x10™
0.01 0.00113 9.1x10™ 1.03x10* [ 2.80x10% | 1.02x10* |2.38x10™
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Para los experimentos de pH variable se seleccion6 una concentraciéon de la
solucion del metal 5 mM en cada caso. En este caso la hidrdlisis basica del sustrato
constituye menos del 5% del valor de constante observada, por lo que su contribucion es

despreciable.

Tabla 7.11 Resultados experimentales de la hidrdlisis acuosa de HpNPP como funcion de
pH a 5 mM de metal, 0.05 M de TRIS y 0.05 mM de HpNPP con valores de pH
recalculados a 37°C.

pH Mg2+ Kobs S pH Ca’" Kobs g pH Sr?t Kobs g
9.92 3.1x107 | 9.67 1.1x10™ 10.19 4.74%107
9.65 2.0x10* [9.51 9.0x107 10.02 3.06x107
9.48 1.4x10* [9.33 7.0x107 9.91 2.91x107
9.36 1.2x10* ]9.05 5.0x10” 9.80 2.13x107
9.25 9.0x10” | 8.86 2.0x107 9.73 2.06%107
9.55 1.49x10”
9.47 1.19x107
9.31 7.79%x10°
9.50 9.05%10°
9.15 7.14x10°°
8.90 4.46x10°
8.72 3.48x10°
0.00010 4 - o
0.0002 - é 8 2 . ) L] o (@]
oov0| & o] 2% A A a8 an b8
[MZ*]‘M 8.6 8.8 9.0 9.2 9.;H 9.6 9.8 10.0 10.2 104

Figura 7.6. Hidrolisis de HpNPP en presencia de concentracion variable de metales
alcalinotérreos y concentracion de metales fija (5 mM) y pH variable (Mg®" cuadrados

2+ s 2+ o r
negros, Ca”" circulos, St~ tridngulos)
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La constante catalitica de segundo orden se determind en cada experimento a partir de la
relacion lineal entre ko, y la concentracion de [MOH'] y los valores obtenidos se
reportan en la tabla 7.12. El andlisis mas detallado de estos resultados se presentard al

final del capitulo.

Tabla 7.12. Resultados de la hidrélisis de HpNPP

Metal | ko, M's”, OH™ variable | ko, M"'s”, M*" variable | ko, M's™, promedio
Sr** 2.12 2.18 2.15+0.03
Ca™ 3.76 2.55 3.1620.60
Mg 0.58 0.78 0.68+0.1

7.3 Hidrolisis de PNPDPP

La hidrolisis del triéster fosfato fue imposible de llevar a cabo en agua debido a
problemas de solubilidad del sustrato. Por otra parte, el uso de un 10 % de CH3CN caus6
problemas con la precipitacion de hidroxidos de Ca*" y Mg”". Los resultados con estos
dos metales presentaron una gran dispersion de datos sin ninguna dependencia visible,
por lo cual, se puede suponer que estos iones metalicos son inactivos como catalizadores.
Los resultados de la hidrolisis del triéster en presencia de iones Sr** fueron mas faciles de
interpretar. Para este sistema se observo una ligera inhibicion de la velocidad de hidrolisis
en presencia de los iones metalicos. Esta inhibicion presenta una saturacion. El ajuste tipo
Michaelis-Menten revela que la constante de saturacién es 2.79 M lo que se parece
mucho a la constante de formacion de la especie StOH" informada en la literatura e igual
a 6.82 M. Se puede suponer que el OH libre en este caso es mejor nucledfilo que el
hidroxido coordinado al metal. Probablemente, el papel principal del metal es la
activacion de nucledfilo que no interfiere en la rapidez de la reaccion debido a la
presencia de una cantidad considerable de esta especie libre. El triéster no posee ninguna
carga negativa a la que pudiera unirse el ion metalico, ademas de que es un ligante pobre.
El mecanismo de estabilizacion del intermediario mediante un ciclo de cuatro miembros

© es poco probable ya que este ion metalico es un ligante

propuesto por algunos autores
débil para establecer ciclos tan tensos y termodindmicamente desfavorables. En este
sistema el unico papel del ion metalico es el consumo de hidroxido libre que lleva a una

disminucion de la velocidad de la reaccion.
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S M | Ko
0 0.00192 ooe] ¥
0.005 | 0.00186
0.01 | 0.00181 e
0.05 |0.00155
0.1 0.00123

[S1(CIO,),], M

Tabla 7.13 y Figura 7.7. Hidrdlisis de PNPDPP en presencia de NaOH 1 mM vy iones

2+ .y .
Sr°" a concentracion variable.

Una dificultad més en la interpretacion de los resultados para PNPDPP es la
presencia de una alta concentracion de disolvente organico. El disolvente afecta los
equilibrios acido-base de las sales metalicas. El efecto de la fuerza ionica creado por la
presencia de la sal es diferente y mas fuerte que para los sistemas acuosos puros. Por lo

tanto, el efecto catalitico de la sal es muy dificil de predecir.

7.4 Conclusiones sobre la hidrolisis catalitica en agua

Todos los resultados relacionados con la hidrolisis de sustratos en agua, estan

incluidos en la tabla 7.14.

Tabla 7.14. Constantes de velocidad de la hidrdlisis de los sustratos en agua por
diferentes hidroxo especies.

Especie activa ko M st ko Mgt ko M st
BNPP HpNPP PNPDPP
OH 3.7%107 0.0987 1.22
Mg(OH)" 3.58x10™ 0.68395 -
Ca(OH)" 9.36x10™ 3.14365 -
Sr(OH)" 8.9x10™ 2.15 1.22
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Como se puede observar, los metales alcalinotérreos son catalizadores débiles de
hidrolisis de triésteres fosfato. Es un resultado esperado ya que las enzimas
fosfotriesterasas solo funcionan con Zn*" y también es el ion con el cual se observa
actividad catalitica en sistemas artificiales. Parece que los metales alcalinotérreos no
pueden estabilizar el estado de transicion ciclico de cuatro miembros requerido para este
tipo de catalisis con un sustrato neutro que no interactué¢ significativamente con el ion
metalico. Por lo tanto, los iones metalicos solo participan en la formacion de las
particulas MOH'. Este tipo de efecto catalitico se observa con los iones lantanidos y
algunos metales de transicion con bajos valores de pK,. Sin embargo, debido a los
valores bajos de constantes de formacion para metales alcalinotérreos los
hidroxocomplejos s6lo se forman a valores muy altos de pH, donde ya existen cantidades
considerables del nucleofilo libre que lleva a cabo esta reacciéon de una manera mucho

mas eficiente.

En el caso de los diésteres fosfato se observa un bajo efecto catalitico, con el
aumento de la constante catalitica comparado con la hidrdlisis basica de 5 a 50 veces para
los dos sustratos. Ambos se hidrolizan de manera més eficiente con Ca*". Curiosamente,
en esta situacion se repiten los resultados observados para metaloenzimas mononucleares.
(2 E| sistema descrito también es mononuclear, ya que no se han informado los
conglomerados de metales alcalinotérreos en agua a concentraciones bajas, como son las

utilizadas en el presente experimento.

Se calcul6 la eficiencia de los iones metélicos a pH bajo. Para esto, las constantes
cataliticas obtenidas se multiplican por las constantes de formacion de las especies,
obteniendo asi una constante de tercer orden, que esta dada como una funcién de las

concentraciones del metal e hidroxido.

La constante de unioén al estado de transicion para metales alcalinotérreos se

puede determinar a partir del efecto catalitico del metal segin la expresion siguiente: ¥
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logK” :logklé”ﬂ+logKOH :logkk—3 (7.6)

OH OH

Estos valores se presentan en la tabla 7.15. Los valores de las constantes de union
al estado de transicion van diminuyendo de Mg”" a Sr*". Como se puede observar, logK”
para los metales alcalinotérreos casi no varia de un sustrato a otro para el ion Mg”",

. .., . o+
mientras que la variacion es de 30% para el ion Sr™ .

El estado de transicion de la hidrélisis de diésteres fosfato propuesto en la
actualidad es un fosforano dianionico. Los dianiones de monoésteres fosfato con
frecuencia se consideran como un modelo del estado de transicion. * Los valores de log
K para los complejos de los cationes con un monoéster fosfato ROPO;” estan presentes
en la Gltima columna de la Tabla 7.15. El 4cido conjugado de ROPOs™ tiene un pK, igual
a 8.3, que es el mismo que el pK, del estado de transicion para la hidrolisis no-catalitica
de BNPP. ® Los valores de log K para este monoéster fueron calculados empleando las
correlaciones del tipo Bronsted para logK de complejos metalicos con los monoésteres

fosfato presentados en este trabajo. *”

Tabla 7.15. Constantes de velocidad de tercer orden y el logaritmo de la constante de
union de iones metalicos al estado de transicion para diésteres fosfato.

Metal ks, M7%s™! log K* logK ?
BNPP HpNPP BNPP HpNPP ROPO;”

Mg” 0.111 311.92 3.48 3.50 226

Ca™ 0.0265 19.58 2.85 2.30 2.03

Sr** 0.00607 5.12 2.21 1.71 1.65

 Constante de estabilidad calculada para un dianiéon del monoéster fosfato con pK, del
acido conjugado 8.3 ©”

En nuestros resultados, los valores de logK” siguen la misma tendencia que el
logaritmo de la constante de formacion de complejos de metales alcalinotérreos con el
modelo del estado de transicion, ademas de que los valores absolutos de las constantes de
ambas series son cercanos en el orden de magnitud, lo que indica que el efecto catalitico
observado en este sistema es razonable. Sorprendentemente, a pesar de la gran

discrepancia en las constantes de segundo orden para BNPP y HpNPP, las constantes de
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unién de iones metalicos a los estados de transicion de ambos sustratos son semejantes, lo
que podria indicar semejanzas estructurales de los estados de transicion en este sistema

(Figura 7.8).

o 0 36
14 Q
O 344
3.2
014 (@) 3.0
o 2.8 u
‘_""’ 0.01 o v 26
EN S’ 2.4
1E-3 u n 2.2 © |
| 2.0
1E-4 4 1.8
@)
| 1.6
T T T T T T T
OH- Mg2+ Ca2+ Sr2+ Mg Ca Sr
A B

Figura 7.8 Cambio de la constante de velocidad de la hidrolisis (A) y de la constante de
unidn al estado de transicion (B) para diésteres fosfato y iones de metales alcalinotérreos.
Cuadrados — BNPP, circulos — HpNPP.

La constante de union de los metales (A) y ligantes (B) en quimica de
coordinacion depende de los factores estéricos (D), covalentes (C) y electrostaticos (E),
segun siguiente formula ©®

logK =E ,E, +C,C, —D D, (7.7)

Estos parametros son conocidos para los metales alcalinotérreos y estan resumidos en la
siguiente tabla.
Tabla 7.16 Factores que rigen la union de los metales alcalinotérreos a otros ligantes en

agua.®®

Cation 1, A Ea Ca Da
Mg~ 086 1.86 0.178 1.5
Ca’*  1.14 098 0.081 0
Sr*" 132 0.6 0.057 0

Considerando que el estado de transicion no cambia de un metal a otro (como lo
indican los resultados de la medicion de la energia de activacion), las caracteristicas de
BNPP tienen que ser iguales para todos los iones metalicos. Lo mismo ocurre con las

caracteristicas de HpNPP. El mayor cambio de la constante K* al pasar de Mg*" a Sr**
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indica que las contribuciones covalente y electrostatica de la ecuacion 7.7 y la tabla 7.16
son mayores en caso de HpNPP. Debido a los pocos puntos que se tienen para el analisis
es imposible crear una correlacion multiparamétrica con la ecuacion 7.7. Sin embargo, se
puede observar en la figura 7.9 que el logKinNpp depende de una manera practicamente
lineal de las contribuciones electrostaticas de iones metalicos (R=0.9997), mientras que
en el caso de BNPP el valor de la constante de Mg”™ es menor que el esperado en una
correlacion lineal, lo que indica una contribucion de efecto estérico D para BNPP y este
ion. Es poco probable que la contribucion covalente de los iones metalicos afecte

seriamente la constante de formacion del complejo con el estado de transicion de los

sustratos.
3.6 -
3.6 Q
3.4
3.4
3.2
3.2
3.0
3.04 28 [}
2.8 , 26
H¥ 2.6 < 2.4
o 2 o
O 244 = 224 u
224 2.0
2.04 1.8
@]
1.8 1.6
2+
1.6 4 1.4 s ca” Mg
T T T T T T T 1 T T T T T T T
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18
E C

Figura 7.9 La interaccion de metales alcalinotérreos con el estado de transicion de
HpNPP(circulos abiertos) parece ser principalmente de naturaleza electrostatica, mientras
que para BNPP (cuadrados negros) posiblemente existe una fuerte contribucion de efecto
estérico para Mg**

Los resultados explican por qué la constante de union al estado de transicion es
maxima para Mg”" - este ion posee mayor densidad de carga y por lo tanto provee una
mayor contribucion electrostatica a la constante de union y al estado de transicion. Por
otra parte explica parcialmente el efecto de disolvente. Si la contribucion principal a la
constante de unién del metal al estado de transicién es electrostatica, el valor de la
constante puede ser modificado al cambiar la permitividad dieléctrica del medio, como

ocurre en el caso del cambio de disolvente.®”
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Capitulo 8

Hidroélisis catalitica de sustratos en DMSO 90%

Al cambiar el disolvente de agua a DMSO 90% v/v los valores de las constantes
de formacion de especies activas aumentan. Esto lleva al aumento de sus
concentraciones, y por lo tanto, kyps. Por otra parte existen factores relacionados con el
cambio de disolvente. Entre ellos, la repulsion mas fuerte entre las cargas de mismo
signo, estabilizaciéon o desestabilizaciéon de los reactivos, posibles cambios en la
geometria de estado de transicion. Para evaluar los cambios y proponer un mecanismo
razonable de hidrdlisis en este medio, se llevo a cabo un estudio cinético detallado para

todos los sustratos en DMSO 90%.

8.1 Hidrolisis de PNPDPP

La hidrolisis de triésteres fosfato posee el mecanismo mas simple. En este caso el
metal es responsable de la activacion del nucledfilo. La especie catalitica en este caso es
M(OH),>™, y la rapidez de la reaccion dependera de la nucleofilia del OH™ coordinado al
metal — asi, mientras mas fuerte es el metal como acido Lewis, mas débil sera la
nucleofilia de hidréxido unido a €él. Esta es la tendencia que se observa al llevar a cabo la
hidrolisis de PNPDPP en presencia de diferentes concentraciones del metal. En todos los
casos se registrd la disminucion de la velocidad de la reaccion que es muy brusca para el

Mg - el acido Lewis mas fuerte, y mas débil para el ion Sr**

A primera vista puede parecer que los iones metdlicos inhiben fuertemente la
reaccion como se observa para la hidrélisis de PNPDPP en agua. Los iones metalicos
consumen hidréxido libre del medio de la reaccion, disminuyendo la concentracion de
nucleofilo. Asi, cuando la concentracion del metal es menor que la concentracion de
hidréxido, la disminucion del valor de la constante observada en todos los casos

correlaciona muy bien con la disminucion de la concentracion de hidroxido.
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Tabla 8.1. Hidrolisis de PNPDPP en presencia de metales alcalinotérreos en
DMSO 90% utilizando 1 mM de BusNOH, 0.02 mM de PNPDPP y concentracién
de M(ClQy), variable en todos los casos.

[M2+], M kobs g , Mg2+ kobs s , Ca™" Fkobs g , St
0 0.028 0.02806 0.028
1E-4 0.01396 0.02166 0.01906
2E-4 0.00795 0.01335 0.00586
3E-4 0.00477 0.0069 0.01086
4E-4 0.00259 0.00312 0.00357
5E-4 7.27E-6 4.135E-5 0.00405
7E-4 9.28E-6 1.079E-4 0.0054
1E-3 1.26E-5 1.052E-4 0.00546
0.0015 0.00653
0.002 9.79E-6 1.38E-4 0.00865
0.003 1.12E-5 1.58E-4 0.00872
0.004 8.58E-6 2.25E-4 0.01036
0.005 7.81E-5 0.01259

La figura 8.1 muestra el perfil de la constante de velocidad observada vs.
concentracion total del Mg®™ a una concentracion fija de BusNOH sobrepuesto con el
perfil de la concentracion del OH libre. Un perfil similar se observa en el caso de Ca™".
Sin embargo, con Sr*" la velocidad inicialmente decae, pero después de pasar por un
minimo correspondiente a la relacion metal:hidroxido 2:5, nuevamente aumenta (Figura
8.2). En la misma figura se muestran curvas de distribucion calculadas para diferentes
hidroxocomplejos de Sr**. Aparentemente, el aumento de la velocidad significa la
existencia de una reactividad notable de hidroxocomplejos de Sr*” con relacion

metal:hidroxido 1:1 y 2:1 que predominan al exceso del metal sobre hidroxido.
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T * * * *
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004

[Mg*], M

Figura 8.1 Correlacion entre la concentracion de hidroxido libre (linea) y la velocidad de
la reaccion en la hidrélisis de PNPDPP (cuadrados) con Mg*" en presencia de 1 mM de
BusNOH.
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Figura 8.2 Correlacion entre la velocidad de la reaccion (circulos) y las concentraciones
de hidroxido libre y hidroxocomplejos de Sr** (lineas) en la hidrélisis de PNPDPP con
Sr** en presencia de 1 mM de BusNOH.

Un analisis mas detallado de los resultados con Mg®" y Ca®" indica que para
hidroxocomplejos de estos cationes también existe cierta reactividad diferente de cero.
Con el exceso del cation metalico la concentracion del OH libre cae hasta 107" — 102 M
— un nivel muy bajo que corresponde a la constante de velocidad observada de la
hidrolisis alcalina de PNPDPP del orden de magnitud de 107" s, mientras que las
constantes experimentales son del orden de 107 s para Mg y de 10 s™ para Ca (Tabla
8.1). La ilustracion grafica de esta situacion se presenta en la Figura 8.3 donde los
resultados de la Tabla 8.1 se muestran en coordenadas semilogaritmicas junto con el

perfil de la constante de velocidad de la hidrélisis alcalina observada.
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Figura 8.3 Constantes de velocidad de la hidrélisis de PNPDPP en presencia de metales
alcalinotérreos en coordenadas semilogaritmicas como funcién de la concentracion del
metal. La linea solida representa el valor de la constante observada para la hidrdlisis
alcalina que se registraria si la hidrolisis se llevard a cabo tUnicamente con la
concentracion del hidroxido libre presente a concentraciones dadas de Mg?'.

8.2 Hidrolisis de BNPP

El BNPP es el sustrato mejor estudiado. Se llevaron a cabo las mediciones de la
rapidez de la reaccion para concentraciones de metal e hidroxido variables. Para calcular
las constantes cataliticas, se superpusieron los valores de ks en el diagrama de
distribucion de especies a cada concentracion correspondiente. Esto permitié encontrar
una correlacion entre la concentracion de la especie responsable por la catélisis y la
constante observada y calcular las constantes cataliticas de segundo orden para especies
cataliticamente activas. El mecanismo de la hidrolisis de BNPP llevado a cabo por Mg
es ligeramente diferente a los mecanismos de Ca*"y Sr*", por lo cual sera tratado al final

de la seccion.
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. rye . . . 2+
8.2.1. Hidrolisis en presencia de iones Ca

A diferencia de la hidrélisis en agua, las constantes observadas de la reaccion
obtenidas en presencia del ion Ca*" fueron las mas bajas entre los tres cationes. Para la
variacion del hidroxido a concentracion del metal constante se utilizo una soluciéon 3 mM
de Ca(ClOy), y para la variacién del metal a concentracion de hidréxido constante se
utilizaron 2 mM de hidroxido; en la variacion simultanea del metal e hidroxido se
mantuvo una relacion constante entre ellos igual a 1:1, la concentracion de BNPP en
todos los casos fue constante e igual a 0.02 mM. Los valores de las constantes observadas
fueron encontrados por los ajustes lineales a las velocidades iniciales de la reaccion,

ocupando la ecuacion 4.1 (Tabla 8.2).

Tabla 8.2. Resultados de experimentos con el ion Ca®". Para la variacion de hidroxido se
utiliz6 una soluciéon 3 mM del Ca(ClOy),, para la variacion del metal se utilizd una
solucion 2 mM de hidroxido; la concentracion de BNPP en todos los casos fue constante
e igual 2 0.02 mM.

BusNOH, M | kops s Ca”", M | kops s~ Ca’":OH = 1:1, M | kgps s
4.75%x107 8.76x10° | 0 0 2x10™ 2.86x107

0.0019 2.0x10" | 5x10* [ 5.22x10° | 5x10™ 9x107
0.00285 6.1x10™ | 0.00104 | 2.59x10” | 0.001 2.3%10™
0.00332 5.8x10" [0.00201 | 1.8x10* | 0.0015 2.9x10™
0.0038 5.0x10" | 0.00301 | 1.8x10™ | 0.002 3.2x10™
0.0057 4.6<10° |0.004 |1.5x10" |0.003 3.8x10™
0.005 | 1.4x10" |0.004 4.6x10™

0.005 4.8x10™

Las constantes de velocidad observada en funcion de metal o hidréxido anadidos,
en los experimentos donde la concentracion del otro componente permanecia fija,
presentan forma de campana con un méaximo agudo cerca de la relacion Ca*:0OH 1:1. En
el capitulo 5 se demostr6 que en este medio las constantes de formacion de
hidroxocomplejos han aumentado significativamente y la concentracion de metal e
hidroxido libres son mucho menores que sus concentraciones totales afiadidas. Las
velocidades de la reaccion observadas en este caso tienen que estar correlacionadas con
alguna de las especies presentes en disolucion. La estequiometria del maximo sugiere que

la especie activa es el complejo CaOH". Debido a la pobre espectroscopia de los metales
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alcalinotérreos estas especies no pueden ser detectadas directamente y sus
concentraciones so6lo pueden ser estimadas indirectamente a partir de las curvas de

distribucién de especies. En el caso de Ca’” existe muy buena correlacion entre la
velocidad de reaccion observada y la concentracién de CaOH" (Figura 8.4) que permite
calcular cuantitativamente el efecto de CaOH'. Al variar la concentracion de Ca®>" e
hidroxido simultaneamente, manteniendo la relacion entre ellos 1:1 se observa que en
este caso la constante de velocidad siempre sube, pero no es directamente proporcional a
la concentracion. Esto se debe al hecho de que la concentracién de especies Ca(OH)" no

es una funcion lineal de la concentracion total de metal y ligante debido a la existencia de

otros equilibrios.
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Figura 8.4. Resultados de experimentos con el ion Ca’". A. Constante de velocidad
observada y la distribucion de especies para una solucion 3 mM de Ca(ClO4), y BuyNOH
variable B. Constante de velocidad observada y la distribucion de especies para una
solucion 1 mM de BuyNOH y Ca(ClO4),variable. C. Constante de velocidad observada y
la distribucion de especies para BusNOH y Ca(ClO,), variables manteniendo la relacion
Ca*:0H = 1:1 D. Constante de velocidad observada en funcion de la concentracién de la
especie activa CaOH™ (cuadrados: variacion de Ca*":OH" 1:1, circulos: variacion de
hidroxido a Ca®" constante, triangulos: variacion de Ca*" a hidréxido constante)
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Se obtuvieron relaciones lineales entre la concentracion de monohidroxocomplejo
del metal y la constante de velocidad observada. Sin embargo, entre los datos de los dos
primeros experimentos existe una gran dispersion. Al unir los resultados obtenidos con
los datos del tercer experimento — la variacion simultdnea de concentracion del metal e
hidroxido, se pudo descartar la dispersion, obteniendo una constante catalitica de segundo

orden. (Figura 8.4).

La constante de segundo orden del ajuste lineal realizado a partir de todos los
puntos experimentales es igual a 0.21+ 0.014 M's™. Si en el punto maximo de la
variacion de OH™ a concentracion del metal constante se calcula la velocidad de reaccion
asociada al hidroxido libre, se observa que el ion Ca>" promueve una aceleraciéon de la
reaccion en 7.3x10° veces. Este efecto tiene un contraste inmenso con lo que se observa
en disolucion acuosa donde la solucion 3 mM de Ca®" practicamente no afecta la

velocidad de hidrolisis comparandola con el blanco (Tabla 7.5).

Al cambiar el medio de agua a DMSO la concentracion de monohidroxido crecio,
mientras que la concentracion de hidroxido libre correspondiente a las condiciones del
maximo de la velocidad de reaccion disminuyd considerablemente. Sin embargo, si el
cambio de disolvente hubiera afectado sélo las concentraciones de las especies presentes
en disolucion, la constante catalitica de segundo orden, que es independiente de las
concentraciones, quedaria intacta. El incremento de este valor casi en 200 veces
comprueba que el cambio de disolvente no s6lo aumenta la concentracion de la especie
activa, sino también contribuye de alguna otra manera al mecanismo de la reaccion. Los

posibles efectos del cambio del mecanismo seran discutidos mas adelante.

. 1. . . . 2+
8.2.2. Hidrdlisis en presencia de iones Sr

. ., . . 2+ .
El mecanismo de reaccion en presencia de iones Sr” es semejante al observado
+ . . . + +
con Ca>". Se llevaron a cabo los mismos experimentos con el ion Sr*" que con Ca*". El
2+ P .y . . & B J4
Sr™" en estas condiciones también cataliza la hidrolisis de monoéster fosfato. Por esto, en

cada experimento se han hidrolizado ambos nitrofenolatos. Los valores de constantes
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observadas fueron encontrados por los ajustes a la reaccion de primer orden con el
desprendimiento consecutivo de 2 nitrofenolatos, utilizando la ecuacion 4.3 (Tabla 8.3).
Para la variacion del hidroxido a concentracion del metal constante se utilizd una
solucion 2 mM del Sr(ClOy), y para la variacion del metal a concentracion de hidroxido
constante se utilizo una solucion 2 mM de hidroxido; en la variacion simultanea del metal
y del hidréxido se mantuvo la relacion constante entre ellos igual a 1:1, la concentracion
de BNPP en todos los casos fue constante e igual a 0.02 mM. A altas concentraciones de
hidroxido se observo un precipitado de Sr(OH),, lo que posiblemente afecte los valores

de constantes observadas a altas concentraciones de OH".

Tabla 8.3. Resultados de experimentos con el ion Sr*". Se emplearon soluciones 2 mM
del metal con hidroxido variable y de BusNOH 2 mM con metal variable. La
concentraciéon de BNPP en todos los casos fue constante e igual a 0.02 mM

BwNOH, M | ko s Sr*’, M Kobs S S :OH | Kops s
=1:1,M

0.0005 2.078%107 4.45x10* 6.26x107 1x10™ 6.57x10°

0.001 0.00194 8.9x10™ 6.0x10™ 3x107™* 3.1x10™

0.002 0.00238 0.00134 0.0014 5x10*% [ 0.00121

0.003 0.00246 0.00178 0.00268 0.001 0.00239

0.004 0.00212 0.00223 0.0025 0.0015 | 0.00232

0.005 3.4E-4 0.00267 0.00371 0.002 0.00323

0.006 1.035x107 0.00356 0.00279

0.007 3.241x10° 0.00445 0.00403

La interpretacion de los resultados obtenidos con Sr** es menos clara que en el
caso de Ca®". Esto se debe a la mayor incertidumbre en las constantes de formacion de
sus hidroxocomplejos (capitulo 5). El perfil de la constante de velocidad observada como
funcion de la concentracion del hidréxido indica de nuevo un méaximo a la relaciéon metal:
hidroxido 1:1, sin embargo el 6ptimo no es tan bien definido como en el caso de Ca*". El
perfil correspondiente para la variacion en la concentracion del cation metéalico ya no
presenta un maximo, sino una ‘“‘saturacion” al incrementar la concentracion del metal. El
analisis cuantitativo se realizé de la misma manera que con Ca®’, (Figura 8.5). Como se
observa en los tres casos los valores de ks otra vez siguen el perfil de distribucion de los

complejos Sr(OH)".
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Figura 8. 5. Resultados de experimento con el ion Sr*". A. Constante de velocidad
observada y la distribucion de especies para una soluciéon 2 mM de Sr(ClO4), y BusNOH
variable B. Constante de velocidad observada y la distribucion de especies para una
solucion 2 mM de BusNOH y Sr(ClO4);variable. C. Constante de velocidad observada y
la distribucion de especies para BuuNOH y Sr(ClOy4), variables manteniendo la relacion
Sr*":OH = 1:1 D. Constantes observadas en funcion de la concentracion de la especie
activa STOH" (cuadrados: variacion de Sr*":0H 1:1, circulos: variacion de hidroxido a
Sr** constante, triangulos: variacion de Sr** a hidroxido constante)

Las constantes de velocidad observadas tuvieron una buena correlacion con
[STOH "], a partir de la cual se encontrd la constante catalitica de segundo orden. El valor
obtenido en el ajuste lineal empleando todos los puntos es de 7.19+0.53 M s, La
actividad del ion Sr** en estas nuevas condiciones es 40 veces mayor que la de Ca**, y 10
000 veces mas grande que la constante observada en agua. Sin embargo, siendo el Sr*”
una base mas débil que Ca’', actiia a pH mas elevados. El aumento relativo de la

velocidad de reaccidon en el maximo, comparandolo con la velocidad de la reaccion basal
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atribuida a la hidr6lisis llevada a cabo por hidroxido libre en este punto es menor que en

el caso de Ca**, dando el valor de 1.3x10°,

8.2.3. Hidrélisis en presencia de iones Mg’*

Para el Mg>" se llevaron a cabo los mismos experimentos que para los dos
cationes anteriores. Al final de la reaccion se registraba la salida de s6lo un nitrofenolato
— probablemente el Mg®" es un pobre catalizador de monoéster fosfato en estas
condiciones. Los valores de las constantes observadas fueron encontradas por los ajustes
a la ecuacion de primer orden, (4.2) (Tabla 8.4). Para la variacion del hidréxido a la
concentracion del metal constante se utilizo Mg(ClO4), 2 mM y para la variacion del
metal a concentracioén de hidroxido constante se utilizo hidroxido 2 mM; en la variacion
simultanea del metal y hidroxido se mantuvo una relacion constante entre ellos igual a

1:1, la concentraciéon de BNPP en todos los casos fue constante e igual a 0.02 mM.

Tabla 8.4. Resultados de hidrolisis de BNPP en DMSO 90% en presencia de hidroxido
de Mg®". En el caso del metal variable se utilizé6 una solucién de hidroxido 2 mM,
mientras que para el experimento con hidroxido variable se utilizd6 metal 2 mM. Para
encontrar una saturacion de Michaelis-Menten se utilizaron concentraciones diferentes

del metal e hidroxido, utilizando una relacién entre ellos igual a [Mg* ]:[OH] =1:1

OH,M | Kkepss Mg”" M | Kops 8™ [OH]=[Mg" ], M | kgps s~
5x10™ 1x107 243E-4 |2.04x10° 5x10™ 2.45%107
0.001 4.59x107 4.05E-4 | 1.55x107 0.001 1.85x10™
0.0015 0.00123 8.1E-4 |8.1x10™ 0.0015 0.00159
0.002 0.00227 0.00162 | 0.00192 0.002 0.00385
0.0025 0.00297 0.00243 | 0.00146 0.003 0.00697
0.003 0.00437 0.00324 | 0.00113 0.004 0.00719
0.0035 0.00552 0.00405 | 0.001 0.005 0.00741
0.004 0.00542 0.00486 | 8.7x10™ 0.006 0.00787

0.0044 0.00297

0.0046 0.00127

0.0048 5.2x10™

0.005 3.25%10™
0.006 3.76x107
0.007 4.38x107
0.008 4.34x107

El analisis de resultados reveld que no hay actividad catalitica que asociar a

(MgOH"). Probablemente, este ion desactiva demasiado al hidroxido, por lo cual el
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ataque nucleofilico se vuelve poco dominante en el mecanismo de la reaccion. Por otro
lado, la especie de MgOH' existe en disolucion en muy bajas concentraciones,
dismutando facilmente a Mg(OH),. La comparacion de las curvas de distribucion de
especies y las curvas de las constantes observadas nos permiten suponer que la especie

responsable por la catalisis en este caso es Mg(OH), (Figura 8.6)
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Figura 8.6. Resultados de experimentos con el ion Mg?". A. Constante de velocidad
observada y la distribucion de especies para Mg(ClO4), 2 mM y BusNOH variable B.
Constante de velocidad observada y la distribucion de especies para BuyNOH 2 mM y
Mg(ClOy),variable. C. Constante de velocidad observada y la distribucion de especies
para BuuNOH y Mg(ClOy), variables manteniendo la relacion Mg”:OH = 1:1 D.
Constantes observadas en funciéon de la concentracion de la especie activa MgOH"
(cuadrados: variacion de hidroxido a Mg®" constante, circulos: variacion de Mg®* a
hidroxido constante, triangulos: variacion de Mg® :OH  1:1)

La constante catalitica a partir de ajustes a todos los puntos de la reaccion es de
3.47+0.18 M 57
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Es dificil de creer que la actividad catalitica tan alta puede depender de una
especie sin carga ni momento dipolar. Seria mas légico suponer, que en realidad la
especie activa es un dimero Mgy(OH),4. Si los datos cinéticos de los tres experimentos se
grafican en coordenadas logaritmicas (Figura 8.7) se obtiene una pendiente que varia de
1.7 a 2.3 de un experimento a otro. Debido a la alta dispersion de datos, este valor puede
ser tomado como 2, es decir, en realidad la reaccion es de orden dos con respecto al
Mg(OH),. Como ya se ha dicho, los ajustes de las curvas de titulacion potenciométrica
permiten la existencia de dimero en vez de monémero de Mg(OH),, sin cambiar mucho
los parametros de ajuste ni la distribucion de especies. Por lo cual, la especie catalitica en

este caso es Mgy(OH)4 cuya posible estructura se discutira en el capitulo 11.

1E-3

‘obs.

x
1E-4 4

1E-5 o

[Mg(OH),]. M

Figura 8.7. Cambio de constante de velocidad observada al variar la concentracion de
hidroxido libre en coordenadas logaritmicas. La pendiente observada en este caso es 1.9

8.2.4. Determinacion de la energia de activacion de BNPP en DMSO 90%

Anteriormente se determinaron las energias de activacion para la hidrolisis de
BNPP por diferentes especies hidroxo metalicas en agua. Ya que la reactividad de estas
especies en el DMSO 90 % result6 ser muy elevada, era importante ver en que parametro
de activacion, entalpia o entropia (factor pre-exponencial A) se manifestaria este efecto.
Para calcular las energias de activacion de la hidrélisis de BNPP en DMSO 90 %, se hizo
una aproximacion, considerando que la distribucion de especies a todas las temperaturas

era la misma que a 37 °C o al menos el optimo de las concentraciones activas se
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encuentra aproximadamente en el mismo intervalo de las concentraciones de los
componentes. Para la hidrolisis basica se utiliz6 BuyNOH 0.05 M, para la hidrdlisis en
presencia de Ca*" y Sr*” se utilizaron soluciones 2 mM del metal y 3 mM de hidroxido
para cada caso. En el caso de Mg”" se utilizaron soluciones 2mM del metal y 4 mM de
hidroxido. Estas concentraciones del metal e hidroxido corresponden en el diagrama de
distribucién de especies a 0.000937 M de Ca(OH)", 0.0004 M de SrOH" y 0.0019 M de
Mg(OH),. Los resultados de mediciones a diferentes temperaturas se encuentran en Tabla

8.7 y las graficas correspondientes en las coordenadas de Arrhenius en la Figura 8.8.

Tabla 8.6 Resultados experimentales para la determinacion de E, de la reaccion de

hidroxocomplejos de los metales alcalinotérreos con BNPP en DMSO 90 %.

Temperatura, °C Kobs s'l, OH | Kobs s'l, Mg2+ Kobs s'l, Ca”" Kobs s'l, Sr**
8 TE-4

16 0.00152

17 3.25E-5 8.7224E-7 24E-4
22 0.00129

25 0.00244

27 1.01E-4 0.00332

30 3.78E-4 0.00377

37 2.6236E-4 0.00227
40 0.004

45 0.00115 1.73069E-4 0.00348
47 3.25E-5 1.4242E-5 0.00128
50 0.00965

55 7.2E-4 0.00738
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Figura 8.8 Calculo de la energia de activacion de la hidrolisis de BNPP con diferentes

hidroxocomplejos metalicos en DMSO 90 %.(Triangulos hacia abajo: hidrélisis basica,

tringulos hacia arriba: hidrolisis en presencia de Mg*", cuadrados negros: hidrélisis en
. 2, . S g . . 2+

presencia de Ca”', circulos: hidrdlisis en presencia de Sr™)

Tabla 8.7 presenta los valores de la energia de activacion y factores pre-

exponenciales para todas especies reactivas.

Tabla 8.7 Energia de activacion de los sistemas cataliticos de los hidroxidos de metales
alcalinotérreos con BNPP en 90 % de DMSO acuoso.

Especie E,, kJ/mol In A

OH 99.241.5 30.540.63
Mg(OH), 44.5+5.5 18.142.2
Ca(OH)" 137425 50+10
Sr(OH)" 67+8 2743 .4

Comparando estos resultados con los valores encontrados para el agua (Tabla
7.9), se pueden hacer varias conclusiones. Primero, el cambio de disolvente no afecta la
energia de activacion de hidrolisis béasica en limites del error experimental. En el sistema
del Mg*" en DMSO la energia de activacién disminuye considerablemente. Este cambio
de energia por 26.5 kJ/mol es casi el doble de la energia de transferencia del cation Mg*"

de agua a DMSO (Tabla 2.3) y por esto no puede ser atribuido a un simple cambio en
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solvatacion del metal o su hidroxocomplejo, e implica un cambio en el mecanismo de la
reaccion. Esta observacion estd en acuerdo con el cambio de la especie activa que ocurre
en este caso. La energia de activacion para Sr(OH)™ cambia por una cantidad de 11
kJ/mol que esta en el intervalo de las energias esperadas por el cambio en solvatacion de
los reactivos. En el caso de Ca®", la energia de activacion aumenta muy fuertemente y
entonces la reactividad elevada de Ca(OH)" en DMSO es un efecto entropico. Es dificil
proponer alguna explicacion légica de por que esto ocurre, sélo podemos ver que el
comportamiento anémalo del Ca®" se manifiesta no unicamente en mucho mas baja
reactividad relativa de su hidroxocomplejo en DMSO, pero ademas en mucho mas alta

energia de activacion para esta especie.
8.3 Hidrdlisis de HPNPP

El HpNPP presenta mecanismos de reaccion diferentes al observado para BNPP,
por lo cual, su estudio en DMSO 90 % es importante para ver como el medio de la
reaccion afecta la velocidad de reaccion, donde cambia el mecanismo y no hay un ataque
nucleofilico directo por parte del hidroxido.

Se repitieron los mismos experimentos que en el caso de la hidrélisis de BNPP.
Sin embargo, la actividad catalitica de Sy Ca®" result6 tan alta, que para su estudio fue

necesario utilizar la técnica de stoped-flow.
8.3.1. Hidrolisis en presencia de iones Mg”"

La hidrolisis de HpNPP en presencia de Mg se llevo a cabo con Mg®" 1 mM y
hidroxido variable y BuyNOH 2 mM con concentracion de metal variable. Los resultados
estan presentados en la tabla 8.8.

En este caso la mejor correlacion entre la curva de distribucién de especies y
constantes de velocidad observadas de nuevo fue para Mg(OH),. Al pasar los datos de
Figura 8.9C a coordenadas logaritmicas se observa el orden de reaccion de 1 a 1.3, por lo

cual es probable que la especie activa en este caso sea Mg(OH)s.
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Tabla 8. 8 Resultados de hidrolisis de HPNPP en DMSO 90% en presencia de hidroxido
de Mg*". En el caso del metal variable se utilizd una concentracion de 2 mM de
hidréxido, mientras que para el experimento con hidroxido variable se utilizo 1 mM del

metal. La concentracion de HPNPP fue de 0.02 mM.

-1

-1

[Mg” Tt [Mg(OH)] | kobs [OH ]y [Mg(OH),] | kobs s
0 0 0.00133 1x10™ 1.37x10° | 1.9x10™
1x10™ 1.18x10° 0.00385 2x10™ 3.81x10° | 0.00163
3x10™ 6.33%107 0.01148 3x10™ 6.62x107 0.00328
4x10™ 1.83x10™ 0.01681 4x10™ 9.63x10° | 0.00936
0.001 3.77x107* 0.03922 5%107 1.28x10% | 0.00481
0.002 3.02x107 0.02765 7x107* 1.95x10% [ 0.03185
0.003 2.6x10™ 0.02178 8x10* 2.3%10™ 0.029
0.007 1.73x10™ 0.01132 0.0012 3.9x10™ 0.06429
0.008 1.61x10™ 0.01086 0.0014 4.87x107% | 0.07164
0.009 1.5x10™ 0.00728 0.0018 7.62x10* ] 0.07798
0.01 1.41x10™ 0.01034 0.002 9.94x10* | 0.11483
0.0028 1.22x10% ] 0.02602
0.003 9.29x10° [ 0.016
0.0034 6.54x10° | 0.01095

Las constantes cataliticas para la especie Mg(OH), se calculan a partir de ajustes
lineales a todos los puntos experimentales y es de 116 + 8 M s”'. Probablemente la
basicidad del hidréxido en la especie Mg(OH), es suficiente para la desprotonacion del
grupo alcoholico del sustrato en el estado de transicion y la reaccion requiere menos
activacion electrofilica por parte del ion metalico debido a la reactividad muy elevada del

nucledéfilo intramolecular.
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Figura 8.9 Resultados de los experimentos con el ion Mg”". A. Constante de velocidad
observada y la distribucion de especies para Mg(ClO4), 1 mM y BuyNOH variable B.
Constante de velocidad observada y la distribucion de especies para BuyNOH 2 mM y
Mg(ClOy),variable. C. Constante de velocidad observada en funcion de la concentracion

de la especie activa Mg(OH), (cuadrados: variacion de metal, circulos: variacion de
hidroxido)

. sy . . . 2+
8.3.2. Hidrdlisis en presencia de iones Ca

Para el ion Ca*" se llevaron a cabo las variaciones de hidréxido con Ca*'1 mM
constante y las variaciones del metal a 1| mM de BuuNOH (Tabla 8.9). La concentracién
del metal no se elevd mas debido a que las constantes observadas de las reacciones

resultaron muy rapidas para hacer mediciones.
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Tabla 8.9 Resultados de la hidrolisis de HpNPP en DMSO 90% en presencia de
hidréxido de Ca®". En el caso del metal variable se utilizé una concentracion de 1 mM de
hidroxido, mientras que para el experimento con hidroxido variable se utilizo 1 mM del

metal. . La concentracion de HpNPP fue de 0.02 mM.

-T

-1

[OH] [Ca(OH)'] Kobs S [Ca’'] [Ca(OH)'] | kobs S
1.80x10™* 9.39x10°° 0.01096 1x10™ 3.08x10°7 | 0.00415
3.61x10™ 3.19x107 0.00978 2x10™ 7.87x107 | 0.0024
5.41x10™* 7.91x107 0.0665 3x10™ 1.91x10° | 0.01585
7.22x10™ 2.48x10™ 0.14971 4x10™ 6.32x10° | 0.00624
9.025x10™ 4.86x10™ 0.43239 6x107* 1.99x10% | 0.1366
0.00108 7.02x10™ 0.56427 8x10™* 5.68x10% | 0.36298
0.00126 8.54x10™ 0.95805 0.001 7.82x10% | 0.54551
0.00144 8.91x10™ 1.50297 0.002 3.56x10% | 0.24381
0.00162 8.53x10™ 1.05059 0.003 1.46x107% | 0.1429
0.00181 7.49x10™ 1.41041

0.00199 6.27x10™ 1.50477

0.00217 4.84x10* 0.15967

0.00235 2.97x10™ 0.09704

0.00253 1.34x10™ 0.04874

0.00271 2.63x10° 0.02464

0.00316 1.14x107 0.01023

0.00361 2.97x107 0.0107

0.00406 1.45x107 0.00976

Se observo una correlacion bastante buena con la concentracion de la especie
CaOH’", igual que en el caso de BNPP. (Figura 8.10). Las desviaciones ligeras entre las
concentraciones de la especie y la constante de velocidad observada se atribuyeron a la
dispersion de datos. La dependencia de la velocidad observada en la concentracion de
monohidroxido obedece a una distribucion lineal.

En este caso la constante catalitica se determind a partir de todos los puntos
experimentales. Su valor en este caso es de 690+49 M s™'. El ion Ca®" en este sistema
resulta mas eficiente que el ion Mg, Su actividad catalitica es 200 veces mas grande que

la actividad del hidroxido libre.
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Figura 8.10 Resultados de los experimentos con el ion Ca*". A. Constante de velocidad
observada y la distribucion de especies para Ca(ClO4), 1 mM y BusNOH variable B.
Constante de velocidad observada y la distribucion de especies para BuyNOH 2 mM y
Ca(ClOy); variable. C. Constante de velocidad observada en funcidon de la concentracion
de la especie activa CaOH" (cuadrados: variacion del hidroxido, circulos: variaciéon del
metal)

. rye . . . 2+
8.3.3. Hidrdlisis en presencia de iones Sr

En el caso del ion Sr** para medir constantes cataliticas se utilizo la técnica de
stoped-Flow para medir constantes de velocidad observadas que llegan en este caso hasta
1000 s™.

Los resultados experimentales se presentan en la Tabla 8.10 y Figura 8.11. Como
es claro de estos resultados, la actividad catalitica del cation es sobresaliente y sobrepasa

por ordenes de magnitud la actividad de otros cationes, sin embargo, tal como fue en el
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caso de BNPP, la interpretacion de los resultados cinéticos para Sr’" es menos exacta
debido a mayor incertidumbre en las constantes de estabilidad de sus hidroxocomplejos.
El experimento con concentracion de metal variable, no se presenta debido a alta

dispersion de datos.

Tabla 8.10 Resultados de hidrolisis de HpNPP en DMSO 90% en presencia de
hidréxido de Sr**. Para el experimento con hidroxido variable se utilizé una solucion 1
mM del metal. La concentracion de HpNPP fue de 0.02 mM.

[OH]r, M Kops. S
4.75x10™ 61.87
9.5x10™ 352.00
0.00143 918.40
0.0019 397.94
0.00237 5.20
0.00285 1.32
0.00332 0.0138
0.0038 0.00364

Sin embargo, las correlaciones de constantes observadas experimentales con las
concentraciones de las especies activas en estos casos no fueron muy buenas (Figura
8.12) La correlacion lineal para obtener la constante catalitica de segundo orden se llevo
a cabo descartando el punto mas elevado. La variacion de la constante observada de casi
10° veces solo puede ser explicada por la alta actividad del hidroxocomplejo obtenido.
Los tultimos puntos en la tabla 8.9 son muy bajos en comparacién con el resto, sin
embargo, corresponden con bastante precision a la actividad de hidroxido libre sobrante

después de formar la especie cataliticamente inactiva tipo Sro(OH)s o Sr(OH);
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Figura 8.11. A. Correlacion entre la concentracion de especies activas y la velocidad de
la reaccion observada. B. Correlacion entre los resultados obtenidos y la concentracion
de la especie activa. La constante catalitica se calculd descartando el punto mas alto.

La constante catalitica de segundo orden en este caso es de 1.41+£0.31x10° M's™
— el valor mas alto conocido hasta la fecha para este sustrato. Sin embargo, existen varios
problemas en la evaluacion de la constante. Sobre todo por la baja estabilidad de los
valores maximos observada y la pobre correlacion entre los resultados experimentales y
la especie observada. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que para generar las
hidroxoespecies de Sr* en disolucién es necesario ir a medios significativamente mas
basicos que para cationes de Mg”" y Ca’" lo que disminuye su eficiencia de catalisis

estimada como una aceleracion sobre la velocidad del blanco.
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Capitulo 9
Factores que afectan el equilibrio de formacidn de las especies

activas

En el capitulo anterior se encontraron las correlaciones entre perfiles de
constantes de hidrélisis observadas y las concentraciones de las especies presentes en la
disolucion. El sistema mejor estudiado es el sustrato BNPP. Durante el trabajo se
observaron varios factores que afectan la velocidad de la reaccion, tales como la
presencia de CO, absorbido del aire, la fuerza idnica infligida por diversas sales y la
presencia de algunos ligantes. Estos efectos se deben en primer lugar a los cambios en la
distribucion de las especies hidroxiladas por efectos salinos que afectan las constantes de
formacion de especies activas o por competencia de los ligantes e iones metalicos
afiadidos por OH". No hemos hecho un estudio detallado de la naturaleza de estos efectos,

sin embargo es importante reportarlos para una descripcion mas completa del sistema.
9.1 Efectos de las sales neutras

En mi trabajo de licenciatura notamos un efecto extrafio del NaCl si se utilizaba
con Mg(Cl), .*® La hidrolisis de BNPP no se observaba en presencia del cloruro de Mg*"
y BuyNOH como base, sin embargo, la actividad aparecia si se ocupaba NaOH como base
o se agregaba NaCl. El efecto desapareci6 al cambiar la sal de MgCl, a Mg(ClOy),. Sin
embargo, en presencia de bajas concentraciones de NaClO4 como electrolito de soporte la
constante de velocidad observada se eleva ligeramente. Se observo que el efecto depende
de la concentracion de la base. Asi, cuando las concentraciones de BusyNOH fueron mas
bajas que las concentraciones del metal, el efecto catalitico de sodio no se presentaba o
era inhibidor. Sin embargo, al pasar el maximo y llegar a concentraciones del hidroxido
mayores que las concentraciones del metal, la presencia de Na' eleva la velocidad de la
reaccion hasta 20 veces. (Figura 9.1)

Probablemente esto se debe a que NaOH en mezclas de DMSO — agua no se
disocia por completo, por lo cual los iones Na" disminuyen la concentraciéon de iones

libres de OH", desplazando asi la reaccion a las condiciones de maximo de velocidad. Es
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probable, que en el caso de MgCl, la presencia de Na' atraiga los iones de CI,

aumentando asi la disociacion de la sal, y formacion de las especies activas.
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Figura 9.1 A. Efecto de NaClO, sobre la velocidad de reaccion en presencia de 2 mM de
Mg2+ (cuadrados: antes del maximo, OH™ 2 mM, circulos: después del maximo, OH" 5
mM), B Efecto de NaClO,4 sobre la hidrélisis de BNPP en presencia de iones Ca*’
después del méaximo (Ca’* 2 mM, OH 4 mM) (cuadrados: cambio de constante de
velocidad, circulos: cambio de pH).

El efecto se observo también para los iones de Ca®" y Sr** (dando aumento de 12
y 50 veces respectivamente). En el caso de la hidrolisis en presencia de iones Ca’" se
midi6é el pH en cada celda, lo que comprobd la disminuciéon de concentracion de
hidréxido libre en presencia de iones Na', regresando el valor de pH a 12-14 el nivel
donde estan presentes las especies activas.

Es probable que el cambio en la concentracion de aniones libres sea el unico
efecto de los iones Na'. Se realizaron pruebas adicionales en presencia de la sal,
verificando si ésta podria cambiar las cantidades de diéxido de carbono absorbido y asi
prevenir la reaccion, sin embargo, resulté que la adicion de otros compuestos al medio de
reaccion no cambia la magnitud del efecto de la inhibicidn del sistema expuesto al aire.

La presencia de una alta fuerza idnica inhibe la reaccion (Figura 9.2). La
inhibicién es muy fuerte para los iones Mg”", y debil para los iones Sr*". Puede ser que
esto se deba a la competencia entre cationes de la sal que impone la fuerza idnica y las
especies cataliticas por la union al sustrato. En el caso de Mg®" el aumento de la fuerza
ionica es probablemente responsable de la destruccion de dimeros de dihidroxocomplejos

que son los responsables de la actividad catalitica del metal.
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Figura 9.2 Efecto de la fuerza ionica impuesta por sales diferentes sobre la velocidad de
hidrolisis de BNPP en presencia de Sr** (cuadrados: LiClOy, circulos abiertos:
BusNClOy, tridngulos: BusNBr).

En todos los casos la adicion de un electrolito causa la disminucion de la actividad
catalitica de los iones metalicos (Figura 9.2). En el medio parcialmente acuoso, la adicién
de un electrolito podria haber aumentado la conductividad del medio, lo que lleva a
menor constante de atraccion entre las cargas de signo diferente, como son M>" con OH"
o MOH" con el sustrato. Por otra parte, la adicion de la sal que posee un anion ligante
relativamente bueno, como Br’, disminuye la velocidad de la reaccion mas que en el caso
de un peor ligante, como es el ion perclorato. Por otra parte, el cambio de cation de la sal
de BiuN" a Li' no lleva a grandes diferencias en el cambio de la reactividad. Por lo cual,
se puede suponer que ambos cationes no compiten con los productos en la uniéon al

sustrato ni son lo suficientemente buenos como acidos de Lewis para competir por el OH"
9.2 Efecto de ligantes organicos

Se ha tratado de modificar el sistema utilizando diferentes tipos de ligantes con el
proposito de obtener hidrocomplejos mas estables debido al efecto estabilizador del
ligante conocido en medios acuosos.”” Ademas se esperaria que los complejos ternarios

metal-ligante-OH™ podrian ser mas facil de caracterizar, por ejemplo empleando
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espectroscopia de RMN. Desgraciadamente, la actividad catalitica de estos sistemas
siempre resultd ser menor que la de los metales libres.
En presencia de ligantes neutros, tales como TRIS, la velocidad de reaccion

disminuye aparentemente por coordinarse con el metal.
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Figura 9.3 Efecto de concentracion de buffer TRIS sobre la velocidad de hidrdlisis de
BNPP. En una solucién de Sr*'1 mM, BusNOH 0.5 mM.

El perfil de la concentraciéon de TRIS implica una constante de formacion del
complejo Sr(TRIS)*" mayor que la estimada para este sistema.*” Sin embargo, los
valores de la literatura se han medido en presencia de fuerza ionica 0.25 M, lo que
cambia ligeramente los valores obtenidos. Es probable que a la disminucion de la
velocidad ademas contribuya el aumento de la fuerza idnica, cuyo efecto se discuti6 en el
capitulo 9.1.

Los ligantes anidnicos, tales como aminoacidos, inhiben la actividad de los
metales alcalinotérreos atin a bajas concentraciones. La constante de formacion de los
complejos aumenta bruscamente al pasar de agua a DMSO para ligantes anionicos. Por lo
cual, es probable que los ligantes cargados compitan con el ion hidroxido por los sitios
disponibles en el ion metdlico. Al unirse al metal bajan su acidez. Y al unirse dos
ligantes, o un ligante y el hidroxido al metal forman una especie sin carga que no puede
realizar la hidrolisis.

Se puede concluir que para metales alcalinotérreos la composicion Optima de
especies activas es ademas la mas simple — es el hidroxicomplejo del metal libre de

ligantes adicionales de cualquier tipo. Para futuras aplicaciones esto puede crear
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problemas, ya que serd dificil unir los metales a los ligantes responsables por el

reconocimiento de las secuencias de ADN y ARN.
9.3 Otros disolventes

El disolvente DMSO fue elegido debido a sus propiedades de disolvente polar
aprotico. Sin embargo, no se sabia si esta eleccion era la dptima. Se han probado otros
disolventes: DMF, dietilformamida y acetonitrilo. En todos los disolventes las
propiedades cataliticas de los metales alcalinotérreos fueron peores que en DMSO. Una
de las razones en este caso fue la baja solubilidad de sales metélicas y sus hidroxidos.

En mezclas DMF — agua la actividad catalitica crece respecto a la observada en
agua pura, Figura 9.4. Sin embargo, las actividades cataliticas en DMF son 10 veces mas
bajas en comparacién con DMSO para Sr** y Ca>" y no se observa ninguna actividad para
Mg*" que precipita. En CH;CN vy dietilformamida la reaccién no se registra debido a la

precipitacion de los complejos.
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Figura 9.4 Efecto de la concentraciéon de DMF sobre la hidrolisis de BNPP en presencia
de Sr*" 2 mM y BuyNOH 3 mM.

Estos resultados se consideraron como la prueba suficiente de que el DMSO es el
disolvente 6ptimo para llevar a cabo la reaccion.
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Capitulo 10.
Desarrollo de un sistema catalitico con el uso de disoluciones

amortiguadoras

10.1 Seleccidn de las disoluciones amortiguadoras

El sistema descrito presenta las constantes cataliticas mas altas entre los valores
conocidos hasta la fecha en la literatura. Sin embargo, el sistema propuesto posee
desventajas en su uso practico. Las disoluciones para mediciones cinéticas se preparan
mezclando cantidades conocidas del metal y de hidroxido total, lo que dificulta la
interpretacion de resultados ya que en cada mezcla se varian las concentraciones de todas
especies. En contraste, en un sistema amortiguador la concentracion del hidroxido libre se
mantiene fija y esto nos permitiria un analisis de perfiles velocidad — concentracion de
metal mas preciso y mas sencillo. Ademas, tomando en cuenta la dificultad en las
mediciones de pH en DMSO, en particular a valores altos, el uso de un amortiguador con
el valor de pKa conocido presenta una ventaja al evitar esta medicién y preparar una
disolucion de pH conocido mezclando los componentes del sistema amortiguador en una
cierta relacion. El uso de un buffer posee una ventaja adicional. La poca estabilidad de las
disoluciones al aire, entre otras cosas debido al consumo de OH™ por el CO, del aire
puede ser mejorada teniendo el buffer cuya concentracion es mucho mayor que la del
metal, siendo una fuente de OH" libre que ayuda a recuperar su concentracion a pesar de
que cierta cantidad se consume por el CO,.

Existen muchas disoluciones amortiguadoras conocidas, entre ellos, TRIS, MES,
HEPES etc., que se utilizan en reacciones bioldgicas y que no afectan mucho velocidades
de reaccién y las concentraciones de las especies en el equilibrio. Sin embargo, para este
sistema la seleccion de un buffer fue bastante complicada. Primero, muchos buffers
conocidos son especies neutras a pH acido y especies anidnicas a pH basicos, pero los
ligantes anidnicos inhiben la catalisis. Por lo tanto, la seleccion se redujo a buffers que
son cationicos en su forma acida y neutros en su forma bésica.

Otro problema consiste en que el disolvente empleado estabiliza el proton, por lo

cual la reaccion de la forma neutra del buffer con el proton es menos favorecida, y la
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forma neutra es debil como base. Por lo cual, teniendo, por ejemplo, un buffer que actia a
pH neutro en agua (alrededor de 7) vamos a tener un buffer que actué cerca de este
intervalo de pH en la mezcla DMSO-agua. Sin embargo, el pH 7 en mezclas DMSO-agua
es un pH acido donde no existen especies activas.

Para la seleccion de un amortiguador apropiado se aplicaron los siguientes
criterios: 1) el buffer tiene que existir como una especie neutra y catiénica en sus formas
de base y acido conjugado, respectivamente; 2) el buffer tiene que ser un ligante pobre
para los metales alcalinotérreos 3) el buffer tiene que actuar a pH alcalino en agua que
corresponde al pH neutro en DMSO debido al aumento fuerte de pKy,. Muy pocos buffers
satisfacen estas condiciones, entre ellos varias aminas. Para las pruebas fueron
seleccionados: TRIS, Bis-Tris Propano, 1,5-diaminopentano (cadaverina) y cloruro de

guanidino. Sus propiedades en agua se presentan en la figura 10.1.

NH, HO H H OH
N\/\/N
HO OH
i HO OH
OH
OH OH

TRIS pK,;=8.07
BIS TRIS Propano pK;=9.0

i TN N, JL
H,N NH

2

NH,(CH,)sNH,  pK,=10.8 Guanidinio pK,=13.7

Figura 10.1 Los buffers utilizados y sus pK, correspondientes en agua.

Se estudioé la hidrolisis de HpNPP y BNPP. En cada caso se selecciond una
concentracion conocida del buffer — no muy alta, para prevenir la formacién de
complejos con el metal. En algunos casos se fijo la relacion acido — base. En otros se
utiliz6 el buffer en su forma basica. En estas condiciones se medid la constante observada

a diferentes concentraciones del metal, hasta obtener una relacion lineal confiable. Se
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determind experimentalmente el pK, del guanidinio en DMSO 90% (ver abajo). Para el
TRIS se tomé el valor de la literatura® igual a 10.11. Para el resto de buffers se
considerd que existe una correlacion entre su pK, en agua y en el DMSO-agua 90%.

El pK, del guanidinio en DMSO se encontrd6 mediante titulaciones
potenciométricas por triplicado, Figura 10.2. El valor del pK, obtenido es de 14.78. El pH
del buffer neutralizado al 40 % es de 14.3.

204

18 "
pK =14.78 .

16 u

L]
T .-"'.
"R
o 144 a"
| ]
|

12

n
10

0,0‘00 04(;05 04(510 0,0‘15 0,0‘20 0.(;25
[Bu,NOH], M
Figura 10.2 Determinacion de pKa de guanidinio mediante titulacion potenciométrica de

una solucion 0.02 M del compuesto a 37 °C.

Los buffers en ausencia de la sal metalica no afectan la velocidad de hidrolisis de
BNPP. La hidroélisis de HpNPP es afectada por la concentracion del buffer guanidinio,
presentando una dependencia de segundo orden cinético respecto de la concentracion
total del buffer.

El guanidino neutralizado al 40% acelera la hidrélisis del HpNPP (Tabla 10.1,
figura 10.3). La velocidad de reaccion depende de la concentracion del buffer de manera
cuadratica. Las constantes observadas en este caso son 0.0334 M's” para la reaccion de
primer orden y 0.253 M s para la reaccion de orden 2.

Al variar la relacion de acido/base manteniendo la concentracion total del buffer
igual a 0.05 M se observa un maximo en la velocidad cuando las concentraciones de
acido y base son iguales. Esto indica que se trata de un mecanismo clasico de hidrolisis

(48), (49)

por el buffer descrito por Breslow para imidazoles que catalizan la hidrdlisis del

ARN. En este caso, la forma basica del buffer actia como un base general y desprotona al



Simbolos y Abreviaturas - 123 -

2-hidroxipropilo, mientras que la forma &4cida se comporta como acido general y

estabiliza el estado de transicion. El mecanismo se presenta en la figura 10.4.

Tabla 10.1 Efecto del guanidinio en la hidrolisis de HpNPP. Efecto de la concentracion
de guanidinio neutralizado al 40% y efecto de la concentracion de la base anadido a
guanidinio 0.05 M.

[Guanidinio] neutralizado | Kops gt [BusNOH], M Kops S
al 40 %, M [Guanidinio] 0.5 M

0.01 1.17E-4 0.01 0.00187
0.02 5.1E-4 0.02 0.00228
0.03 0.00101 0.025 0.00248
0.04 0.00144 0.03 0.00208
0.05 0.00209 0.04 0.00137
0.06 0.00267 0.05 0.0045
0.07 0.00333 0.06 0.0291

B Dependencia de catalisis de HpNPP con

0.045 — s . .
guanidinio en presencia de OH

0.040

0034 " hidrolisis alcalina

DDDDD "
0.030 oo - @{

0.004 00254 o
0 °
0.003 £ 0.020
4
nnnnn .
. 0.015
o 0.0024 000 0015 00m ooz oo oo ook
B 0.010 4 BuNOH, M
0.001+
0.005 .
/ " L] L []
0.0001 - 0.000 T T T T T T
T T T T T T T T T 1 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 0.10
- [Bu,NOH], M
guanidinio, M 4

Figura 10.3 .Efecto de guanidinio sobre la hidrélisis de HpNPP A. Efecto de
concentracion de guanidinio neutralizado al 40% B. Efecto de la concentracion de la base
en el guanidinio0.05M. En la grafica el ultimo punto corresponde exactamente a la
constante de hidrolisis basica observada con 10 mM de la base.

SR >

H,N

Figura 10.4. Mecanismo de catalisis por guanidinio
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Al realizar experimentos con HpNPP se observd, que las constantes obtenidas
para el ion Sr** son mucho mayores que las constantes de hidr6lisis debido al buffer solo.
Por lo tanto, se consideré que el guanidinio puede ser utilizado como buffer ya que su
aportacion a la reaccion no es muy grande. El buffer es un ligante pobre, por lo cual el

efecto catalitico observado se atribuye solo a los complejos metalicos formados.
10.2 Hidrolisis de HpNPP en presencia de iones Sr** en buffers.

Para facilitar el estudio, se selecciono el catalizador mas activo. En el caso de Sr**
y HpNPP como sustrato, se observaron velocidades de reaccion muy lentas para los
buffers TRIS y bis-tris Propano. Para los buffers con pK, menor que el de TRIS, por
ejemplo, Bis-Tris, las constantes de reaccion eran muy bajas y durante una hora de
reaccion no se observo salida registrable del nitrofenolato.

Los resultados experimentales al variar la concentracion del metal en diferentes

buffers fueron siguientes (Tabla 10.2).

Tabla 10.2 Hidrolisis de HpNPP en presencia de Sr*" y diferentes buffers.

[Sr2+], M Kobs S Kops S Kobs S [Sr2+], M Kobs S
BTP TRIS NH,(CH,)sNH, Guanidinio

0 2.28E-6 4 4E-6 0 1E-4 --

0.001 8.3E-4 4.7E-4 -- 3E-4 0.17539
0.002 0.00121 5.3E-4 0.00218 5E-4 0.4462
0.003 0.00123 6.5E-4 0.00264 9E-4 0.87326
0.004 0.00168 9.6E-4 0.00345 0.0015 2.02537
0.005 0.00196 8.7E-4 0.00461 0.002 3.08293




Simbolos y Abreviaturas - 125 -

BV
} y/v/ /V/
/
~7
0.1—E
"0 ]
£ 0.01 4
X 3 é
oty
T r——./—/——————————lf””i o5
| o —o ©
1E-4 ' o
o 1E-3
[SI’2+]’ M

Figura 10.5 Hidrélisis de HpNPP en presencia de diferentes concentraciones de Sr** en 4
buffers con diferentes pK,. (cuadrados: BTP, circulos: TRIS, tridngulos hacia arriba:
cadaverina, tridngulos hacia abajo: guanidinio)

Al graficar las constantes en coordenadas logaritmicas, se observa un orden de
1/2 a pH bajo producido por TRIS, Bis-Tris Propano y cadaverina; probablemente esto se
debe a la inhibicion por Sr,OH>". A pH més elevado, sin embargo el orden de reaccion es

de 1.
10.3 Hidrolisis de BNPP con metales alcalinotérreos y guanidinio

Los experimentos del capitulo 10.2 sirvieron como fundamento para encontrar el
sistema buffer mas satisfactorio. Se seleccion6 el guanidinio. Este buffer fue utilizado
para llevar a cabo la hidrolisis de BNPP.

En el caso de hidrolisis por parte de Ca>” y Sr** se observé una saturacion en la
velocidad de la reaccion asociada a la formacion de especies de baja actividad M;OH>*
(orden de reaccion 0.3 y 0.6 respectivamente), en cambio, el orden de reaccién para Mg®*"

fue de 1.5.

Tabla 10.4 Hidrdlisis de BNPP con metales alcalinotérreos en presencia de guanidinio

[M*], M Mg~ Ca™ Sr**

0 2.21E-6 1.78823E-6 9.81526E-7
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1E-3 4.6E-4 8.65645E-5 4.29836E-5
0.002 0.00201 1.02229E-4 8.09188E-5
0.003 0.00235 1.29963E-4 1.41752E-4
0.004 0.00346 1.32271E-4 1.07391E-4
0.005 0.00456 1.33885E-4 1.18554E-4
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Figura 10.5 Hidrolisis de BNPP como funcion de la concentracion de los metales
alcalinotérreos. La escala a la izquierda representa valores experimentales de ks para
Ca” y Sr*'. La escala a la derecha para Mg®". Se calcularon las constantes cataliticas de
segundo orden a metal 2 mM.

A partir de los resultados obtenidos en el punto donde la concentracion del metal
es de 2 mM, fue calculada la constante catalitica y su valor se compard con los valores

obtenidos al variar BuyNOH a concentracion del metal fija.

Tabla 10.5 Constante catalitica obtenida en el punto donde la concentracion del metal es

igual a 2 mM.

Metal [especie activa], M Kobs s ko M st
Mg2+ 1.95e-3 0.00201 1.03077
Ca’’ 3e-4 8.65645E-5 0.28855
Sr** 6.06e-5 4.29836E-5 7.16394

Como se puede observar, las constantes para Ca”” y Sr*™ coinciden perfectamente
con los valores calculados a partir de OH" libre. El valor para Mg®" es 3 veces menor que

el esperado, sin embargo, considerando que el buffer esta presente como cloruro de la sal
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y que las constantes medidas para Mg®" son facilmente afectables por equilibrios

colaterales, este valor puede ser considerado como cierto.
10.4 Estabilidad de la disolucion.

Una de las hipotesis que teniamos al utilizar disoluciones amortiguadoras, era
conseguir mayor estabilidad de los hidroxocomplejos formados. Esta hipotesis se
comprob6 perfectamente — la solucion mas inestable de todos que con el ion Mg®" y se
llevo a cabo en dos ocasiones — bajo N, y al aire dejdndola reposar una hora antes de
iniciar. En presencia del buffer los resultados fueron bastante reproducibles. Después de
estar una hora expuesto al aire la velocidad de reaccion decae 8% de su valor original
(Figura 10.5), mientras que en el caso de la adicion de una concentracion fija de la base la

velocidad de reaccion decae varias veces en este lapso de tiempo (ver capitulo 4).

Absorbancia

0.0

T T T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500
tiempo, s

Figura 10.5 Estabilidad de hidroxocomplejo de Mg”" en el tiempo. Linea punteada:
velocidad de la reaccion en presencia de iones Mg medida al instante de preparar la
disolucion. Linea solida: la misma reaccion cuya velocidad se ha medido después de 1
hora de preparacion, dejando la muestra al aire.

El uso de disoluciones amortiguadoras llevd a obtener resultados reproducibles.
Ademas, los hidroxocomplejos formados en este caso resultaron ser mas estables con el

paso del tiempo. Por lo tanto, el uso de buffers crea sistemas mas simples y con posible
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aplicacion practica a partir del sistema potencialmente eficiente pero poco estable de

hidroxocomplejos en DMSO.
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Capitulo 11.

Discusion de resultados

11. 1 Propuesta de un mecanismo

Se llevaron a cabo los estudios de velocidades de reaccion en agua y DMSO 90%
para los tres sustratos diferentes. Las curvas de constantes de velocidad observadas en los
resultados pueden corresponder a dos mecanismos de reaccion diferentes. En el primer
caso, la especie activa es MOH™ (por ahora no vamos a considerar el caso de Mg*"
dinuclear) que actia como nucledfilo y estabilizador del estado de transicion de la
reaccion. En el siguiente caso, las especies activas son M*" y OH, donde el metal
estabiliza el estado de transicion, mientras que el hidroxido actia como base general,

obteniendo una reaccion de tercer orden.

Normalmente no se puede distinguir entre estos dos mecanismos, debido a que el
perfil de la reaccidon es idéntico en ambos casos. Sin embargo, se puede estimar la
constante catalitica en el caso de que la reaccion proceda por el segundo mecanismo. Para
encontrar la cota inferior de constantes con este mecanismo de reaccion se utilizaron los
resultados del metal menos activo, el ion Ca*". Su constante catalitica de tercer orden fue
calculada como funcion del producto de concentraciones del hidroxido y de metal libre,
obteniendo una constante catalitica de 4x10° M™s™', que se encuentra mas alla del limite
difusional de velocidad de reaccion de tercer orden. Por lo que la reaccion se lleva a cabo
mediante un mecanismo de segundo orden, donde el catalizador es el hidroxocomplejo

del metal alcalinotérreo.
11.1.1 Hidrolisis de PNPPDPP.
En el caso de PNPPDPP los valores de las constantes de segundo orden son mas

bajos que la constante de hidrolisis alcalina, esto indica que en la hidrolisis de triésteres

fosfato los hidroxidos de metales alcalinotérreos participan s6lo como fuentes de
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nucleodfilos (hidroxido) y son incapaces de influir en el mecanismo de reaccion,

estabilizando el estado de transicion (Tabla 11.1).

Tabla 11.1 Hidrolisis de PNPDPP en presencia de metales alcalinotérreos. El valor de
kobs presentado es el valor de la constante de la velocidad observada en la saturacion.

Kobs s k, M!g!@ efecto catalitico en el minimo™
OH- 28
Mg2+ 1.0x10” 0.01483 (Mg(OH),) 640
Ca”" | 8.0x107 0.0254 (Ca(OH),) 1.4
S’ | 0.01 |14.6 (St(OH) + Sr(OH)3) 9.5

(a) asociada a la especie predominante en el minimo
(b) kobs/kou[OH] en el minimo

La constante observada de hidroélisis del triéster puede ser una buena medida de la
fuerza del nucleofilo unido al catién, que se desactiva mucho en presencia de Mg”", pero
solo pierde un poco la actividad al coordinarse con Sr**. La constante de la velocidad de
hidrolisis que ellos presentan indica que tan desactivado se encuentra el hidroxido en la
disolucion. Las magnitudes de las constantes se encuentran en buena correlacion con las
magnitudes de las constantes de formaciéon de monohidroxocomplejos de metales
alcalinotérreos (Tabla 5.4). Al cambiar el medio de agua a DMSO 90% se aumenta la
acidez de los cationes y se tienen las especies que presentan actividad en un medio donde

la concentracion de hidroxido libre es menor o igual que en el medio neutro en agua.

Curiosamente, el ion Sr*’, que presenta los valores mas elevados de constante
observada no tiene gran efecto catalitico, ya que siendo un acido débil existe en medio
mas basico que el resto de los iones. De tal forma que el mejor desempefio catalitico lo
presenta el ion Mg®", que existe en un medio practicamente neutro. El efecto catalitico es
presentado en la ultima columna de la tabla 11.1 y se determind como factor de las
velocidades de reaccion observadas, cuando la relacion entre el metal y OH es 1:2 (el
minimo en las graficas) y la constante de velocidad calculada a una concentracion de OH
correspondiente en este punto (obtenida a partir de los diagramas de distribucion de

especies).
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11.1.2 Hidrolisis de BNPP

En la tabla 11.2 se presentan los datos experimentales de la hidrdlisis de BNPP en
DMSO 90%. Para entender mejor el efecto del disolvente estos datos se comparan con

las constantes observadas en agua.

Tabla 11.2 Hidrolisis de BNPP en presencia de metales alcalinotérreos en DMSO 90 %

ko, M's en | kopmso/komo | komow/koon | kon[OH(s™) | Incremento de

DMSO 90% en el maximo velocidqd enel
maximo
OH 1.7x10™ 4.6 1
Mg(OH), 3.43 9600 20200 | 1.0x10™" 5.0x10°
CaOH" 0.28 300 1650 8.4x107" 7.3x10°
SrOH" 7.0 7900 41200 2.0x107 1.3x10°

La(OH),™®® [ 0.26 (25°C)

[Zn,L°OH;]™¢ | 4.2x107
) (35°C)

jo!
1
g ol %

H

a)enaguab)L =

Los ultimos dos renglones de la tabla presentan constantes hidroliticas de BNPP
para los iones lantanidos, los sistemas cataliticos mas eficientes conocidos hasta la fecha.
El Zn*" es el ion biologico mejor estudiado en la hidrolisis de ésteres fosfato. Nuestro

sistema supera ambas constantes presentadas.

El simple aumento de concentracion de la especie activa no puede explicar el
elevado valor de la constante de segundo orden. Es probable que el mecanismo general
cambie en este caso. La variabilidad en la actividad catalitica del hidroxido libre puede
ser asociada al cambio de energia debido a su deshidratacion. Para los iones metélicos el
cambio de constante catalitica es mucho mayor, por ejemplo; en el caso de la hidrélisis en

medio acuoso, la comparacion entre la actividad catalitica de los metales alcalinotérreos
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en agua sugiere un aumento de actividad de 20 a 50 veces. Al cambiar el disolvente este
cambio llega ser mayor de 40 000 veces. De los resultados de hidrolisis de PNPDPP se
sabe que el caracter nucleofilico de los compuestos disminuye considerablemente al
cambiar de agua a DMSO. Por lo que es posible suponer que en este caso el ataque
nucleofilico deja de tener un papel tan importante en el mecanismo catalitico. Es posible
que ahora el papel principal del ion metalico sea la estabilizacion del estado de transicion.
Por otro lado, es probable que las particulas cataliticas en la disolucion sean en realidad
conglomerados, con formula minima M(OH), o MOH". Se sabe que la actividad de los
complejos diméricos es siempre mayor que la de los complejos monoméricos debido al

efecto sinergético.

Una manera mas de evaluar el efecto de los metales alcalinotérreos es con el
calculo del efecto catalitico. Es decir, la diferencia entre la velocidad de reaccién
observada en presencia de catalizador y la velocidad de reaccion que se observaria si el
catalizador no estuviera presente. Gracias a que las constantes de formacion de las
especies activas han aumentado considerablemente, en la disolucion existe una baja
concentracion de OH- libre. El aumento total de la velocidad de reaccion calculada en
este caso para llegar a la actividad catalitica observada es de 10° a casi 10° veces. El ion
Sr**, que posee muy alta constante de segundo orden es poco activo a pH mas bajos
donde Ca™ es casi igual de eficiente que Mg®" gracias a su pKa bajo. Por lo que
probablemente esta diferencia en las actividades sea la clave de la seleccion de estos
metales en las hidrolasas naturales. El efecto catalitico de Sr*" observado en el presente
trabajo es por lo menos 1000 veces mayor que para los sistemas binucleares con Sr**
descritos en la literatura.?” En general, el desempeifio catalitico de estos iones metalicos

es muy bueno.

11.1.3 Hidrolisis de HPNPP

En la tabla 11.3 se presenta un breve resumen de la actividad catalitica de los

metales alcalinotérreos con HpNPP.
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Tabla 11.3 Resumen de la actividad catalitica de los hidroxidos de metales
alcalinotérreos en DMSO 90% con HpNPP

Especie kz, 1\/[-1 kZDMSO/k2H2O k2MOH/k2OH kOH[OH_] en el | Efecto
st maximo catalitico
en el
maximo
OH 3.37 34.14 1 - -
Mg(OH), 116 169.60 34.5 8.45 x10™" 1.3x10°
Ca(OH)" 690 219.49 204.8 2.04x10” 2.4x10°
Sr(OH)" 1.4x10° | 6.51x10° 4.15x10° 1.72x107 2.31x10’
[Zn,L°"H' 0.71
OH,]™ (25°C)
Tb> &9 0.57(37
oC)(C)
HNJ—\H,\]/\NK_\NH
oo WD
a) en agua, b) L= H H ¢) constante de segundo orden calculada a

partir de la dependencia de metal a pH=6.5

Al comparar los valores obtenidos en nuestros experimentos con los valores mas
altos obtenidos por otros autores, observamos que Mg (el ion menos eficiente en este
caso) supera los mejores valores reportados por dos o6rdenes de magnitud, mientras que el
ion Sr** los supera hasta 7 6rdenes de magnitud, resultando el sistema catalitico artificial

mas eficiente hasta el momento.

El cambio en la constante catalitica de segundo orden al pasar de agua a DMSO es
mucho mayor para el ion Sr*" con este sustrato que con BNPP. Al mismo tiempo, el
efecto del ion Ca®” no cambia, mientras que el efecto de Mg*" disminuye bruscamente.
La actividad de los hidroxocomplejos aumenta desde Mg”™ hasta Sr*™ sin pasar por el
minimo en Ca®" como en el caso de BNPP. El aumento de la constante catalitica es
proporcional a la constante de acidez de monohidroxocomplejos de los metales. Es
probable, que en este caso el monohidroxido de Sr*™ que es una base mas fuerte que los
compuestos analogos de Mg”"y Ca”", acelera en mayor grado la desprotonacion del 2-

hidroxilo y por lo tanto, la velocidad de la reaccion.
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El efecto catalitico observado se debe en gran parte a la activacion global del
sustrato al cambiar el disolvente. Asi, la diferencia entre la hidrdlisis alcalina y la
catalizada por iones de los metales es casi 100 veces menor para Mg®™ y Ca*" en
comparacion con la catalisis de HpNPP. Sin embargo, el ion Sr*" se comporta de una
manera anormal, y su actividad comparada con la catalisis basica es 10 veces mayor que

en el caso de BNPP.

Probablemente la funcion de especies cataliticas como base es importante en este
sistema, debido a la variacion de constante catalitica con el pK, del metal. Los cambios
en velocidad de un metal a otro se asemejan a los observados en el caso de hidrolisis de
PNPDPP. Sin embargo, las constantes cataliticas de segundo orden son mayores para
hidroxocomplejos metalicos que para el cation metalico, por lo que el catiéon no sélo
funciona como base, sino también cumple un importante papel estructural. En este caso la
ventaja de nuevo la poseen los iones Sr**, ya que debido a su gran tamafio pueden

acomodar posibles ligantes con mayor facilidad.

11.1.4. Consideraciones generales de efecto de disolvente.

Se puede estimar el efecto del disolvente en términos del cambio de la constante
de unidn al estado de transicion. El cambio en los valores de constantes se presenta en la
tabla 11.4.

Tabla 11.4 Constantes de union en el estado de transicion para las reacciones en DMSO.

log K7, BNPP | logK”, HpNPP | logK” PNPDPP
Mg(OH), | 25.74 22.94009 18.21398
Ca(OH)" | 13.51671 12.61122 7.25768
Sr(OH)" | 11.76465 12.7685 6.86719

El incremento de las constantes de union al estado de transicion correlaciona bien
con el aumento del valor de la constante de formacion de hidroxocomplejos con el
cambio de disolvente, (capitulo 5). Sin embargo, son mucho mayores que las constantes

de union al sustrato no activado calculadas en el capitulo 5.
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La interpretacion de los resultados en términos de la constante de union al estado
de transicion, indica que el gran efecto catalitico de hidrélisis de HpNPP se explica por el
alto grado de activacion del sustrato, ya que las constantes de formacion de los complejos
con estado de transicion son parecidas en los casos de BNPP y HpNPP. Las constantes
de formacion de complejos con el triéster son varios érdenes de magnitud menores que en
el caso del diéster. Sin embargo, todos estos valores son mucho mas altos que los
observados en agua, debido al aumento de las constantes de formacion de los

hidroxocomplejos.

La especie formada por complejos de Mg”" debe ser descartada, ya que en
realidad su estequiometria no esta bien definida. Al comparar Ca*" y Sr** se observa que
en términos de unidn al estado de transicion, Ca®* es mejor catalizador que Sr*” en el caso
de la hidrolisis de BNPP y PNPDPP, ademas de que posee la misma actividad que Sr**
para la hidrolisis de HpNPP.

. o+ . , . eger .

A pesar de que el ion St es el catalizador més activo, su constante de equilibrio

con estado de transicién es menor que la de los otros metales. Al mismo tiempo, aunque
.. , . 2+ . .

la actividad catalitica de Sr™ es sorprendente, este ion no puede considerarse como un

buen catalizador, ya que funciona a pH basicos aun en DMSO.

La explicacion del efecto catalitico de Mg*" es mas dificil, ya que los datos

cinéticos existentes indican la formacion de especies diméricas.

La existencia del dimero podria explicar la existencia de una constante catalitica
tan alta, en un sistema donde el nucledfilo esta fuertemente desactivado. Ademas, las
formas diméricas son las que se utilizan en las enzimas reales. Existen por lo menos dos
estructuras posibles para la especie (Figura 11.1). En el primer caso (Figura 11.1A) la
estructura es simétrica, presentando en realidad dos dihidroxocomplejos unidos entre si
por un enlace dipolo. La densidad de carga en este caso sobre los iones metalicos es
igual. En este caso el primer centro metalico puede actuar como MgOH", llevando a cabo

la neutralizacion de la carga sobre el oxigeno del fosfato. El restante Mg(OH); llevaria a
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cabo el ataque nucleofilico al fosforo, ya que en este caso el hidréxido unido al metal no
estaria tan desactivado. En el segundo caso (Figura 11.1B) la estructura del dimero seria
asimétrica, coordinado uno de los iones metalicos con 4 y otro con 2 hidréxidos. La
densidad de carga sobre los hidréxidos en este caso es mayor, y uno de los iones
metalicos es mas positivo que el otro. El mecanismo de reaccion es parecido al primero,
solo que uno de los iones actua como Mg, mientras que otro como Mgy(OH),

realizando con mayor facilidad el ataque nucleofilico al fosforo.

Los calculos semiempiricos a nivel PM3 con el programa Hyperchem 7.5
indicaron que la estructura Mg,(OH), representada en la figura 11.1.B es ligeramente mas
estable (las energias de las estructuras optimizadas son -853 y -800.4 kcal/mol
respectivamente), por lo que el mecanismo de hidroélisis mas probable esta presentado en

la figura 11.1C.

Figura 11.1 A. Dos posibles estructuras del dimero de Mg*". B. Mecanismo de hidrélisis

de diéster fosfato con un dimero de Mg*".
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La primera aproximacion hecha al iniciar este proyecto suponia que la constante
de velocidad observada aumentaria al incrementar la concentracion de las especies
activas. En efecto, al cambiar el disolvente la concentracion de hidroxocomplejos
aumentd. Sin embargo, el simple incremento de la concentracion de la especie activa no
afectaria la constante catalitica de segundo orden. Por lo cual, el cambio del medio ejerce

otro efecto adicional sobre el sistema.

Para una explicacion del mecanismo de reaccion también se utilizaron calculos de
mecanica cuantica a nivel semiempirico PM3. Se seleccion6 como modelo el metal mas
pequeio, suponiendo que en agua esta solvatado por 6 moléculas de agua, mientras que al
cambiar el disolvente la solvatacion preferencial es por DMSO. En medio acuoso, el
hidroxilo es solvatado por agua en la esfera de coordinacion del metal y del disolvente, lo
que baja su actividad. Al cambiar el medio por DMSO 90%, el hidroxido coordinado con
el metal se libera de los puentes de hidrogeno ejercidos por las aguas de coordinacion. La
hidratacion del hidréxido por el disolvente también disminuiria, ya que la concentracion
total del agua en el medio es mas baja, ademas de que ahora el hidroxido se encuentra
parcialmente protegido por los metilos del DMSO. (Figura 11.2). El cambio en la
solvatacion también puede ser la explicacion del aumento de la rapidez de la reaccion al

aumentar la concentracion del disolvente.
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Figura 11.2 Geometria de solvatos de agua y DMSO para un metal alcalinotérreo.

El hidréxido al perder la esfera de coordinacion de agua se activa. Sin embargo,
la coordinacion con metal lo desactiva fuertemente. Esto explica la situacion de la
hidrolisis del triéster fosfato, donde la actividad de los metales es mas baja que la del
hidroxido libre y sin embargo, mas alta que en agua (donde no se observa reaccion).

(Por que la situacion es diferente con diésteres fosfato? Los diésteres fosfato
poseen una carga negativa. La interaccion entre dos cargas es mas fuerte que la
interaccion entre dipolos, por lo que el diéster fosfato reacciona directamente con el ion
metalico, al igual que el hidréxido, pasando a la segunda esfera de coordinacion (este
mecanismo es valido en el caso de Ca>" y Sr*" que reaccionan con BNPP). Asi, el ataque
nucleofilico se lleva a cabo de manera intramolecular, lo que aumenta de manera

considerable el desempefio del sistema. En el caso de HpNPP es probable que la reaccion
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también ocurra de manera intermolecular, pero el hidroxido unido al metal ataca al 2-
hidroxipropilo. La creacion de este tipo de "Nanoreactor™ seria la razon principal del

aumento de actividad en este sistema (Figura 11.3)
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Figura 11.3 Diferencia entre mecanismos inter- ¢ intramolecular para la hidrolisis de tri y
diésteres fosfato. La alta eficiencia en la hidrolisis de diésteres fosfato se debe
probablemente a la presencia de la reaccion intramolecular.

11. 2 Futuros proyectos.

Los resultados obtenidos en este trabajo requieren de futuros estudios. Es
necesaria la elucidacion de las estructuras de los metales alcalinotérreos en el disolvente.
Sin embargo, debido a que la espectroscopia para metales alcalinotérreos es casi nula, es

probable que un estudio tedrico satisfaga mejor este problema.

El sistema resultd muy eficiente con los sustratos modelo de ADN y ARN. Sin
embargo, una evaluacion de la actividad de los complejos con ADN y ARN reales es

necesaria. En el caso de la alta actividad hidrolitica es necesario disefiar experimentos de
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reconocimiento de secuencias especificas por metales alcalinotérreos. El disefio de un

sistema eficiente podria tener amplias aplicaciones practicas.

El sistema funciona en un disolvente organico, que difiere mucho de ser un medio
natural. Es necesario un esfuerzo para crear complejos activos en agua. Esto puede ser

% solubles en agua que crearfan un microambiente

logrado utilizando nanoreactores
alrededor de los cationes. Varias aproximaciones son posibles, entre ellas, el uso de
micelas, polimeros solubles en agua o ligantes de alto peso molecular, tipo dendrimeros o
¢ésteres corona, los cuales podrian solvatar el metal, creando condiciones especificas a su
alrededor. Este tipo de estudio necesitaria los valores de constantes de union de metal—

ligante y tal vez conlleve a la sintesis de nuevos ligantes con propiedades variables.

Existen indicaciones de que el sistema es un buen modelo del interior de la
enzima hidrolitica. Los metales alcalinotérreos son mas activos en ella que los metales de
transicion. El ion Mg®" siendo un dimero actiia mejor que el ion monomérico Ca*",
aunque en agua, donde todas las especies son monomeéricas, estas secuencias se invierten,
el sistema funciona a bajos valores de OH’, en un pH neutro o débilmente basico. Es
necesario un estudio tedrico extenso para ver que tan parecidas podrian ser las estructuras
de la enzima y del disolvente. Probablemente, se encontré un medio adecuado y bastante
simple para ver el comportamiento enzimatico primitivo. Es también probable, que un
medio parecido existia en la Tierra prebidtica y aceleraciones de reaccion selectivas de

este tipo hicieron posible la existencia de vida en la Tierra.
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Capitulo 12

Conclusiones

Ha sido estudiada la cinética de la hidrolisis de tres tipos de ésteres fosfato, un
fosfodiéster (BNPP, un sustrato modelo para hidrolisis de ADN), un fosfodiéster
con un grupo B-hidroxilo (HpNPP, un sustrato modelo para hidrdlisis de ARN) y
un fosfotriéster (PNPDPP, un sustrato modelo para hidrélisis de pesticidas a base
de ésteres fosfato) en presencia de iones de metales alcalinotérreos (Mg>", Ca*" y

Sr*") en agua y en DMSO acuoso en un amplio intervalo de pH.

En agua las especies metdlicas activas son hidroxocomplejos mononucleares
M(OH)", los cuales poseen mayor reactividad que el ion hidréxido libre respecto
a fosfodiésteres, por aproximadamente un orden de magnitud. Sin embargo,
debido a las bajas concentraciones de los hidroxocomplejos en agua, la catalisis
con metales alcalinotérreos es poco eficiente. La reactividad de los complejos
M(OH)" respecto del fosfotriéster es menor que la presentada por el hidréxido

libre.

La composicion y estabilidad de hidroxocomplejos metalicos en DMSO 90% fue
determinada mediante titulaciones potenciométricas y conductimétricas. Se
observo un aumento considerable en la estabilidad de hidroxocomplejos en este
medio y se tuvo la formaciéon de algunas especies que no se encuentran en
disolucion acuosa. En el intervalo de pH neutro y ligeramente basico para Mg la
especie principal es M(OH), mientras que para Ca y Sr se forman cantidades
notables de especies Mo(OH)*" y M(OH)". La comparacion de los perfiles de las
velocidades de hidrolisis para los tres sustratos como funcion de las
concentraciones de metal e hidroxido con diagramas de distribucion de las
especies calculadas para cada cation, demostrando que las formas activas son

Mg(OH),, Ca(OH)" y Sr(OH)" respectivamente.
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La reactividad de los hidroxocomplejos para la ruptura de fosfodiésteres en
DMSO acuoso es hasta cuatro 6rdenes de magnitud mas alta que la reactividad
del hidroxido libre. Con el triéster como el sustrato, la reactividad de
hidroxocomplejos en DMSO acuoso es considerablemente menor que la del

hidroxido libre, tal como se observa en agua.

El efecto conjunto del aumento grande de la concentracion de los
hidroxocomplejos debido a su mayor estabilidad y de mayor reactividad intrinseca
de estos complejos en el medio de DMSO acuoso hace que la eficiencia de la
catélisis en la ruptura de fosfodiésteres crezca enormemente, comparando con la
actividad en agua. La velocidad de hidrolisis observada crece hasta seis 6rdenes
de magnitud en presencia de metales alcalinotérreos en concentraciones
milimolares en DMSO mientras que en agua el efecto catalitico apenas llega a un
orden de magnitud en presencia de sales a concentraciones ~ 0.1 M. En particular,
con HpNPP como el sustrato, la constante de velocidad de segundo orden en
presencia de Sr*" en DMSO alcanza el valor de 10° M''s™, cercano al nivel de

actividad enzimatica, lo cual, nunca no ha sido observado en sistemas artificiales.

La actividad de metales alcalinotérreos presenta patrones de comportamiento
diferentes para cada sustrato. Asi, en el caso de HPNPP y PNPDPP la especie mas
activa es Sr*", y la actividad de hidroxocomplejos disminuye de Sr** a Mg®". En el
caso de BNPP la especie mas activa es el hidroxocomplejo de Mg*™ y se observa
un minimo en el ion Ca®". En general, se observan dos tendencias importantes: la
basicidad del hidréxido unido al metal (que afecta en mayor grado hidrolisis de
HPNPP y PNPDPP) y capacidad de unién al estado de transicion de la especie
catalitica (es el factor mas importante para la hidrolisis de BNPP). La suma de

estos dos efectos da como resultado la aceleracion total de la hidrolisis.

Se propone que la alta actividad catalitica se deba a la formacion de un medio con
propiedades dieléctricas especificas, creado gracias a la solvatacion preferencial

de metales alcalinotérreos por moléculas de DMSO.
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Anexo 2

Ajustes realizados con el programa Hyperquad2000 a las curvas

de titulacion potenciométrica de metales alcalinotérreos con

BusNOH

A2.1. Titulaciones potenciométricas de ion Mg®* con Bus;NOH 0.09856 M

0.5 mM Mg

Chi-squared = 135.69
Chi-squared should be less than 12.60 at the 95% confidence level
sigma = 14.1273
Value relative log standard
std devn beta deviation

Beta A refined 0.3654E-21 0.2875 -21.9373 0.1249 0-1
Beta B refined 0.1588E-11 7.0529 -11.3793 EXCESSIVE 1-1
Beta C refined 0.6043E-22 0.7198 -22.6187 EXCESSIVE 1 -2
Beta E refined 0.2999E-36 4.2385 -40.19 EXCESSIVE 1 -3

100 Speciation and pH: data from c:\hyperquad2000\samples\mg 05.ppd

8

% formation relative to Mg
8

residuals in pH at selected data points

[ [ [ [ [
0 10 20 . 30 40 50
point number

o_o,\“‘“mm\‘ R R, H““

Mg 1 mM

Chi-squared = 25.59
Chi-squared should be less than 12.60 at the 95% confidence level
sigma= 3.9825
Value relative log standard
std devn beta deviation

Beta A refined 0.1750E-21 0.0210 -21.7571 0.0091 O0-1
Beta B refined 0.7451E-11 0.4725 -11.54 EXCESSIVE 1-1
Beta C refined 0.3331E-22 0.3236 -22.4775 0.1405 1-2
Beta E refined 0.3476E-36 0.3517 -40.53 EXCESSIVE 1 -3



Simbolos y Abreviaturas - 148 -

100 19
- 18
904 - 17
80 - 16
o - 15
=
o 0 - 14
2 o] 13
g - 12
[ 504 - 11T
c Q
K] - 10
g 404 9
5 -8
< -7
20 - 6
10 -5
-4
0 - - - -3
residuals in pH at selected data points 5
I
0.0 11110 “w\\u_“_ “““ ! H“HUH““ “““
0.54
[ [ [ [ [ [ [
0 10 20 40 50 60 70
point number
Mg 2 mM
Results page Run timed at 16.36 on 18 Feb 2005

new project

14 iterations

Refinement successful

Not enough data for meaningful chi-squared

sigma= 2.9626

Value relative log standard
std devn beta deviation
Beta A refined 0.1040E-21 0.0347 -22.2529 0.0151 0-1
Beta C refined 0.2965E-22 0.3460 -22. 2579 EXCESSIVE 1 -2
Beta D refined 0.7627E-53 0.3465 -59.1876 EXCESSIVE 2 -5
Beta E refined 0.5126E-36 0.2768 -40.5302 0.1202 1-3

Speciation and pH: data from c:\hyperquad2000\samples\mg 2.ppd

100 - 19
904 - 18
- 17
80 - 16
(=2
= 70 - 15
e ] - 14
2 0] - 13
S - 12
2 504 _ 1z
g e
S 40l -
<
g -9
8 304 -8
° -7
= 204 6
10 -5
-4
0-! - - - -3
residuals in pH at selected data points
1
0 . - . RS L
-14
T [ [ [ [ [ [ [ [
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

point number
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A2.2. Titulaciones potenciométricas de ion Ca®* con Bu;NOH 0.1108 M
0.5 mM

Not enough data for meaningful chi-squared
sigma = 3.7391, Bu4NOH 0.1207 M
Value relative log standard
std devn beta deviation

Beta A constant 0.1445E-21 -22.0100 -10
Beta B refined 0.7597E -7 3.5643 -9.2394 EXCESSIVE -1 2
Beta C refined 0.6912E-11 1.3286 -12.8504 EXCESSIVE -1 1
Beta D refined 0.8059E-25 1.5191 -27.34937 EXCESSIVE -2 1
Beta E refined 0.2213E-61 2.8194 -70.73 EXCESSIVE -5 2

Speciation and pH: data from c:\hyperquad2000\samples\ca05corr.ppd

% formation relative to H

residuals in pH at selected data points

" I \Hw
-0.54

[ [
0 5 10 15 20 25 30 35 40
point number

CalmM

Chi-squared = 113.86

Chi-squared should be less than 12.60 at the 95% confidence level
sigma = 5.4040,

Value relative log standard
std devn beta deviation
Beta A constant 0.1258E-21 -21.9303 0-1
Beta B refined 0.4777E -8 1.1520 -8.0208 EXCESSIVE 2 -1
Beta C refined 0.2618E-12 0.5820 -11.6820 EXCESSIVE 1 -1
Beta D refined 0.2799E-26 0.5333 -26.0830 EXCESSIVE 1 -2
Beta E refined 0.7122E-65 1.0339 -67.8274 EXCESSIVE 2 -5



Simbolos y Abreviaturas - 150 -

% formation relative to Ca

40
point number

Ca2mM

Not enough data for meaningful chi-squared
sigma= 2.8811

Value relative log standard
std devn beta deviation
Beta A constant 0.9530E-22 -21.8209 -10
Beta B refined 0.8184E-10 0.9539 -7.8 EXCESSIVE -1 2
Beta C refined 0.3883E-13 0.2247 -11.7108 0.0976 -1 1
Beta D refined 0.2723E-28 1.5609 -26.0649 EXCESSIVE -2 1
Beta E refined 0.3464E-67 0.4341 -67.4604 EXCESSIVE -5 2

Speciation and pH: data from c:\hyperquad2000\samples\ca2mm.ppd

% formation relative to H

0 5 10 15 20 25 30 35
point number



Simbolos y Abreviaturas

- 151 -

A2.3. Titulaciones potenciométricas de ion Sr** con Bu;NOH 0.1025 M
Sr 0.5 mM

Results page Run timed at 15.02 on 18 Feb 2005
new project
5 iterations

Refinement successful
Not enough data for meaningful chi-squared

sigma= 2.0918

Value relative log standard
std devn beta deviation
Beta A constant 1.0000E-22 -22.0000 -1 0
Beta B refined 0.3893E -6 1.8607 -6.4097 EXCESSIVE -1 2
Beta C refined 0.4247E-11 0.9661 -11.3720 EXCESSIVE -1 1
Beta D refined 0.1368E-27 1.0403 -27.8639 EXCESSIVE -2 1
Beta E constant 1.0000E-76 -76.0000 52
Beta F refined 0.5888E-45 1.0109 -45.2300 EXCESSIVE -3 1

% formation relative to H

residuals in pH at selected data points

07”““‘\‘ \“H“H‘ o

15
point number

Sr 1 mM

Results page Run timed at 19.27 on 11 Feb 2005
new project
1 iterations
Refinement successful
Not enough data for meaningful chi-squared

sigma= 1.2889

Value relative log standard
std devn beta deviation
Beta A constant 0.4661E-22 -22.3315 0-1
Beta B refined 0.1490E -7 0.8457 -7.8267 EXCESSIVE 2 -1
Beta C refined 0.4597E-13 0.4473 -13.3375 EXCESSIVE 1-1
Beta D refined 0.4666E-76 0.8978 -76.3311 EXCESSIVE 2 -5
Beta E refined 0.3547E-48 0.4489 -48.4501 EXCESSIVE 1 -3



Simbolos y Abreviaturas

-152 -

Speciation and pH: data from c:\hyperquad2000\samples\sr1.ppd

% formation relative to Sr

Sr 2 mM

Results page Run timed at 19.35 on 11 Feb 2005
new project
6 iterations
Refinement successful
Not enough data for meaningful chi-squared

sigma= 3.2475

Value relative log standard
std devn beta deviation
Beta A refined 0.3955E-21 0.0212 -21.4028 0.0092 0-1
Beta B refined 0.1269E -9 1.3195 -9.8966 EXCESSIVE 2 -1
Beta C refined 0.1398E-14 0.6571 -14.8546 EXCESSIVE 1 -1
Beta D refined 0.1566E-75 1.3077 -75.8052 EXCESSIVE 2 -5
Beta E refined 0.1161E-47 0.6564 -47.9350 EXCESSIVE 1 -3

Speciation and pH: data from c:\hyperquad2000\samples\sr2.ppd

% formation relative to Sr
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